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Linh vue ky thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén chit hoat dong bé mat trong phdi tong hop dang ran va

phuong phap san xuét chét nay.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Chét hoat dong bé mit trong phdi 1a hdn hop phirc ciia cac chét béo va céc protein
thiic ddy su tao ra 16p don & bé mit ngan cach khi - dich & phé nang va, bang cach giam
strc cang bé mit, s& ngan ngira tinh trang xep phé nang trong qua trinh tho ra. Chat hoat
dong bé mat trong phdi phit biéu md phé nang ctia phdi dong vat ¢6 vi trudng thanh. Chét
hoat déng bé mit trong phdi tu nhién da duoc mo ta 1a “phtrc hop lipoprotein™ vi né chra
ca cdc phospholipit va cac apoprotein twong tac dé lam giam sitc cang bé mit & bé mat
ngan cach khi-dich & phdi. Bon protein da duoc phat hién la ¢6 lién két v6i chat hoat dong
bé mat trong phdi, cu thé 1a SP-A, SP-B, SP-C, va SP-D. Pic biét [a, SP-B 1 can thiét cho
hoat dong sinh 1y ctia chét hoat dong bé mat trong phdi. D6 1a liéu phap duoc chip nhén
dé diéu tri mot loat cac rdi loan hd hép bé‘mg cach dua chét hoat dong bé mit trong phéi

dén phdi cia bénh nhan.

Tir quan diém duoc Iy néu trén, chat hoat dong bé mat trong phoi ngoai sinh tdi uu
dé sir dung trong diéu tri s& duoc tong hop hoan toan trong phong thi nghiém. V& van dé
nay, mot chit tuong tu SP-B da duoc phat hién 1a hitu ich 1a KL4, do 1a polypeptit dang

cation cua axit amin so 21.

Mot phuong phéap san xuat chat hoat dong bé mat trong phdi trén quy mo thuong
mai dé dung trong y hoc 1 quy trinh tdn dung hoat dong cua thiét bi lam bay hoi mang
mong (thin film evaporator (TFE)). Quy trinh dugc 4p dung dé san xuét chit hoat dong bé
mit trong phoi KL4 bao gdm céc budc sau day: 1) hoa tan bdn thanh phan tao ché phdm
co ban, dipalmitoyl phosphatidylcholin (DPPC), palmitoyloleoyl phosphatidylglyxerol
(POPG) va axit palmitic (PA) va KL4 trong etanol; 2) loai bd etanol str dung thiét bi TFE;
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va 3) dinh lugng chét phan tan cudi ciing vao céc lo thiy tinh. Chinh qua trinh van hanh
thiét bj TFE phirc tap va c6 su gi¢i han vé dung tich. Cu thé, thiét bi TFE c6 dién tich
mang bay hoi 1a 1 ft? (0,092903 m?) san xuat mé 40 lit va thiét bi twong dwong 16n nhét c6
san 1a TFE10 ft2(0,92903 m?). Piéu nay han ché dung tich mé 1a diéu khong mong mudn
do céc chi 56 bd sung dugc thong qua dbi voi chit hoat dong bé mat KL4 doi hoi luong
“chit hoat dong bé mat ngay cang tang. Hon nita, quy trinh dugc thuc hién dudi cac diéu
kién v tring gép phan dang ké vao chi phi, d6 linh hoat trong ké hoach san xuét va su

phtrc tap cua san pham.

Bén canh chi phi va sy phtrc tap ctia viée str dung TFE, mot réc rdi khac van tdn tai
do ché pham duoc luu trit & trang thai 1éng. B&i vi cdc thanh phan polypeptit va lipit ciia
ché pham c6 thé bi bién chét, nén dung dich phéi dugc giit dong lanh dé lam cham qué

trinh bién chét va dat dugc sy én dinh 1au dai.

Su dong kho hodc sdy déng kho 1a quy trinh quan trong trong san xut cc ché
phidm dang ran. C4c ché pham dang rén c¢6 do én dinh dai hon so vé6i cdc ché phim dang
léng va dé van chuyén va luu trix. Trong quy trinh déng khd, ché pham c6 thé dugc sdy
khé dén 2% hodc thap hon ham luong am con lai ma khong can nang nhiét do 1én trén
30°C. Do do, quy trinh nay it ¢ kha nang gdy ra su bién chat ché pham do nhiét so véi

quy trinh xtt Iy & nhiét chiéu cao nhu, vi du, sdy phun.

Quy trinh dong kho lién quan dén déng bang ché pham dang 16ng va loai bo dung
mdi dugc két hop voi né nho su thang hoa truc tiép tir pha rén thanh pha hoi ma khong
cdn qua pha 1ong trung gian. Thong thudng, quy trinh dong kho gdm c6 ba giai doan, giai

doan dong bang, giai doan sdy so cap; va giai doan sy thi cap.

Doéng bing la qua trinh héa rin chét [ong ban dau bang cach lam lanh vat liu
xudng dudi nhiét do da cho thap hon hodc bang 0°C. Séy so cép 1a mot phan ctia chu trinh
dong kho trong d6 su thang hoa ctia phan 16n dung méi dong bang dugc loai bd trong khi
viit liéu duoc gitr & nhiét do thap hon nhiét do ngudng dé duy tri két cdu duoc thiét lap
trong khi déng bang. Sy thtr cdp 15 qua trinh khtr hdp phu mét phan hoi 4m con lai va
thuong duogc kiém soat & nhiét do 25°C hodc cao hon. Cac thong sb xur ly quan trong di

kém vdi ba budce nay la nhiét do gia da, ap suat budng dong kho va thoi gian.
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Quy trinh dong kho tiép tuc phat trién qua nhiéu thap ky. Mac du da phat trién dugc
vbn kién thie phong pht trong linh vuc nay, nhung van con nhing thach thuc cua viéc
san xuét banh chat hoat dong bé mat phan b déng déu c6 két cu co hoc 6n dinh trén quy

mo thuong mai véi chi phi va thoi gian hop ly.

Patent My 56 5,952,303 ctia Bornstein md ta chit hoat dong bé mat trong phdi tbng
hop dang dong kho thu duoc bang cach dong kho huyén phu trong nuée cua hén hop céc

phospholipit, axit palmitic va peptit.

Patent M s6 7,582,312 clia Johnson md ta quy trinh tao ra chit hoat dong bé mat
trong phdi tong hop dang dong kho bing cach dong kho ché phim dang long cua céc
phospholipit, axit palmitic va peptit trong h¢ dung méi chira 20% hodc nhiéu hon dung

moi hitu co.

Viée str dung céc quy trinh dong khd dugc mo ta trong cac patent néu trén dé dong
khé chét hoat dong bé mit trong phodi tong hop dang 16ng c6 dung mai hitu co nam trong
khodng tlr 5% dén 20% tao ra vét liéu vun va gion khong ding duoc dé phan phéi thuong
mai. Viéc san xudt chat hoat dong bé mat trong phdi téng hop sir dung cac quy trinh dong
khé dugc mo ta dé dan dén su dang vét li€u tir day lo thuy tinh (“ndi 1én”) din dén su
truyén nhiét giam, phan bd nhiét khong déu va tao ra san pham c6 cac thudc tinh chét

lugng thay dbi ching han nhu hinh thai tu nhién va du do 4m.

Do d6, c6 nhu cau vé cac phuong phép cai tién dé san xuét cac ché pham chit hoat
dong bé mit trong phdi va cac ché pham chit hoat dong bé& mat trong phdi dugc cai thién.
Sang ché d& xuét giai phap cho van dé san xudt chat hoat dong bé mit trong phdi tdng hop
khd, on dinh vé& mat hoa hoc va co hoc, ma khong anh huong dén hoat tinh sinh hoc cua

no trong quy trinh dong kho.
T4t ca cac tai li¢u tham khao dugc din ra & day duoc két hop toan bo dé tham khao.
Ban chét k§ thuit cia sang ché

Mot khia canh ctia sang ché d& xudt quy trinh tao ra chét hoat dong bé mit trong
phdi tong hop dang dong khd c6 su ndi 1én cia banh dong kho dugc giam hodc loai bd

trong sudt quy trinh. Quy trinh bao gdm cip véo budng dong kho hdn hop tién dong kho

-4-



20615

bao gdm it nhit mot phospholipit va peptit tong hop duge phan tan trong dung méi c6
dung mdi hiru co nam trong khoang tir 3% (thé tich/thé tich) dén 20% (thé tich/thé tich)
thé tich‘ téng thé tich hdn hop tién dong kho v6i phan con lai 1a nude va/hodc chit dém,
trong d6 hdn hop tién dong kho duoc chira day trong db chira va, trong d6 peptit tong hop

¢6 it nhat 10 gdc axit amin va dugc biéu dién bang ché pham:
(Zan)chl

trong do, Z 14 gdc axit amin wa nude va U la gde axit amin ky nudc; trong d6, mdi Z doc
lap 1a R, D, E hodc K; va mdi U ddc lapla V, I, L, C, Y, hodc F; va trong d¢, a la sb
nguyén véi gid tri trung binh ndm trong khoang tir 1 dén 5; b 12 s6 nguyén véi gia tri trung
binh ndm trong khoang tir 3 dén 20; ¢ 1a s6 nguyén nam trong khoang tir 1 dén 10; vad la
sé nguyén nam trong khoang tir 1 dén 3; ha nhiét do bén trong budng dong kho xubng dé
bit d4u lanh va héa ran hdn hop tién dong kho ¢ giai doan dong bang; va tién hanh giai
doan U trude giai doan sdy so cip va nho d6 giam hodc loai bo su ndi 1én ciia banh dong

kho trong chét hoat dong bé mat trong phdi tong hop dang dong kho.

Theo mdt phuong 4n, quy trinh con bao gdm tién hanh giai doan déng bang trong
qué trinh ha nhiét d6 bén trong budng déng khd, trong d6 hdn hop tién dong kho duoc lam
lanh dén nhi¢t d6 thi nhit dudi -45°C & tde d6 nim trong khoang tir 0,1 dén 1,0°C/phut va
gitt hdn hop tién déng kho & nhiét d§ thir nhét trong khoang thoi gian thir nhat du dé hoa
rén it nhat 76% dung moi dé tao ra hdn hop hoa rén thir nhat; tién hanh giai doan t va nho
d6 lam giam hodc loai bd su ndi [én cua banh dong kho ctia hén hop héa ran thu nhét,
trong d6 hdn hop héa rin thi nhat (i) duoc gia nhiét dén nhiét do thu hai duoc chon dé
lam gidm hodc loai bd su ndi 1én cua hdn hop hoa ran thu nhat, (ii) dugc gilt & nhiét do
thir hai trong khoang thoi gian tha hai di dé lam giam hodc loai bo su ndi 1én ctia hdn hop
hoa rin thit nhit, v (iii) dugc lam lanh dén nhiét d¢ thir ba dudi -45°C ¢ tde d6 ndm trong
khoang tir 0,1 dén 1,0°C/phut dé tao ra hdn hop hoa rin thir hai, trong d6 hdn hop héa ran
thtt hai dugc gitt & nhiét do tht ba trong khoang thoi gian thi ba du dé thic déy su phén
tach cia dung moi hitu co khong dong bing ra khdi hdn hop hoéa ran thir hai va nhy do
hoan tat su di chuyén ctia dung méi hitu co khdng déng bang vao bé mit tiép xuc gitra dd
chira va hdn hop hoa ran thir hai; tién hanh giai doan sdy so cap & ap sudt giam 14 30 mT

hodc cao hon, trong d6 hdn hop hoa ran th hai duge gitt ¢ nhiét do thir tu trong khoang
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thoi gian thu tu du dé loai bo it nhit 5% dung méi hivu co, sau d6 gia nhiét dén nhiét do
thir tu ¢ dé gitr hdn hop hoa rén thir hai khong bi ndi 1én trong dd chira va duy tri két cau
duoc thiét 1ap trong subt giai doan @1, va tip tuc gitt & nhiét do thi tu trong khoang thoi
gian thi ndm dua dé loai bo it nhat 70% dung moi va nhd d6 tao ra hdn hop hoa rin thir ba;
va tién hanh giai doan sdy thi cap & 4p sudt giam trong khoang thoi gian thir sau du dé tao
ra chét hoat dong bé mat trong phdi tdng hop dang dong kho c6 ham luong dung moi con

lai tdi da 1a 2%.

Theo cic phuong an nhit dinh ctia quy trinh, ty 1& thé tich hdn hop tién déng kho

trong do chtra so véi thé tich binh dimg nam trong khoang tir 28% dén 68%.

Theo céc phuong an nhét dinh ctia quy trinh theo séang ché, ty 1& chiéu cao cia hdn
hop tién dong kho trong db chira so v6i dudng kinh dd chtra ndm trong khoang tir khoang

0,3 dén khoéng 0,8.

Theo cac phuong an nhét dinh, quy trinh bao gdm chuén bi hén hop tién dong kho
trong d6 dung méi hitu co nam trong khoang tir khoang 3% dén khoang 15%. Cu thé hon,
dung méi hitu co nam trong khoang tir khoang 5% dén khoang 10%. Cu thé hon nira, dung

mdi hitu co nam trong khoang tir khoang 7% dén khoang 10%.

Bét ky bién thé nao duoc mo ta & trén vé quy trinh déu co thé dugc thuc hién bfmg
cach (1) tién hanh giai doan dong bang sao cho hdn hop tién dong khé duge lam lanh dén
nhiét ¢ tht nhét 1a —50°C+ 5°C & tdc do ndm trong khoang tir 0,1 dén 1,0°C/phut; (2) tiér
hanh giai doan i sao cho hdn hop héa ran thi nhit duoc (i) gia nhiét dén nhiét do thi ha
la ~22°C + 5°C & téc d nam trong khoang tir 0,1 dén 1,0°C/phu, (ii) gitt & nhiét do (i
hai trong khoang thoi gian thir hai tir 4 dén 8 gio, (iii) 1am lanh dén nhiét do tha ba la
50°C + 5°C & toc do ndm trong khoang tir 0,1 dén 1,0°C/phut; va (iv) giit & nhiét do thir
ba trong khoang thoi gian thtr ba tir 3 dén 8 gio; va (3) tién hanh giai doan say so cip & ap
suét duoc chon nim trong khoang tur 30mT dén 200mT va nhiét do kho thr nhat duogc
chon nim trong khoang tr -25°C dén 0°C duoc U tir nhiét d§ —50°C + 5°C, va ¢oOn duoc

git & giai doan sy so cdp trong thoi gian it nhat 1a 10 gio0.

Theo cac phuong 4n nhat dinh cta quy trinh dugc tom lugc & trén, giai doan sy

thir cdp dugc tién hanh & ap suat duoc chon nim trong khoang tir 30mT dén 200mT va
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nhiét chidu cao nhét 1a 46°C=+ 5°C.

Theo céc phuong an khac nhau vé cac quy trinh néu trén, hon hop tién dong kho
bao gdm peptit c6 ma nhan dang trinh tu (SEQ ID) s6:1 (polypeptit KL4), dipalmitoyl
phosphatidylcholin (DPPC), palmitoyloleoyl phosphatidylglyxerol (POPG) va axit
palmitic, va quy trinh taora chit hoat dong bé mat trong phdi tong hop dang déng kho véi
dién tich bé mit riéng it nhét 1a 2,2 m*g. Theo cic phuong 4n cu thé, dién tich bé mat
riéng nam trong khoang tir 2,2 m%/g dén 3,7 m%g. Theo cic phuong 4n nhét dinh, chét hoat
dong bé mat trong phdi tong hop dang déng kho ¢6 o x6p trén 40% thé tich cua tong dién

tich chit hoat dong bé mat trong phdi tong hop dang dong khd.

Khia canh khéc cta sang ché dé xudt ché pham chét hoat dong bé mit trong phoi
téng hop dang déng khd bao gdm mdt hodc nhiéu phospholipit va polypeptit téng hop co

it nhit 10 gdc axit amin va duoc biéu dién bang ché pham:
(Zan)ch

trong do, Z 1a gdc axit amin wa nude va U la gde axit amin ky nudc; trong d6, mdi Z doc
lap 1a R, D, E hoac K; va mdi U ddc lapla V, I, L, C, Y, hodc F; va trong do6, a la sb
nguyén c6 gia tri trung binh nam trong khoang tir 1 dén 5; b 1a s6 nguyén c6 gia tri trung
binh ndm trong khoang tir 3 dén 20; ¢ 1a s nguyén nam trong khoang tir 1 dén 10; va dla
s& nguyén nim trong khoang tir 1 dén 3, trong d6 ché pham chit hoat déng bé mit trong

phdi téng hop dang dong kho c6 dién tich bé mat riéng it nhat 14 2,7 m%/g.

Theo cac phuong an nhat dinh, chét hoat dong bé mat trong phoi tong hop dang

dong kho co dién tich bé mat riéng ndm trong khoang tir 2,7 m¥/g dén 3,7 m?/g.

Theo cac phuong an nhat dinh, chat hoat dong bé mit trong phdi tong hop dang
dong kho ¢ a6 xbp trén 40% thé tich ctia tong dién tich ctia chét hoat dong bé mat trong

phdi tong hop dang dong kho.

Theo cic phuong an nhit dinh, chit hoat dong bé mit trong phdi tong hop dang
dong kho bao gom peptit c6 ma nhan dang trinh tw s 1 (polypeptit KL4), dipalmitoyl
phosphatidylcholin (DPPC), palmitoyloleoyl phosphatidylglyxerol (POPG) va axit

palmitic.
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Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.11a biéu dd dang c0t minh hoa sy di chuyén cua vat liéu dong kho trong lo thuy
tinh khi ddo nguoc hodc khong cé su di chuyén mdtsd lo thuy tinh chira vat liéu dong kho
di chuyén khi ddo nguoc (dugc thé hién la cac cot mau den) va mot sd lo thuy tinh chira
vat liéu dong kho khong di chuyén khi dao nguoc (duoc thé hién la céac cot duoc gach

chéo) (xem vi du 5).

Fig.2 14 biéu @6 minh hoa su ndi 1én ca vat lidu trong qué trinh dong kho (xem vi

du 5).

Fig.3A va Fig.3B la cac anh chup hién vi quét dién t& (scanning electron
microscope (SEM)) ctia chét hoat dong bé mit trong phdi dang dong kho theo sang ché
duoc dung trong cic lo thiy tinh 30 ml, & do khuyéch dai X20, b& mat A va bé mat B

tuong tng.

Fig.4A vaFig.4B la cac anh chup SEM ctia chit hoat dong bé mat trong phdi dang
dong kho ¢6 ché pham II do cong ty Bornstein Lyo Cycle san xuét trong cac lo thuy tinh
30 ml nhu dugc mo ta trong vi du 3, & do khuyéch dai X20, bé mat A va bé mdt B twong

ung.

Fig.5A va Fig.5B la cac anh chup SEM ctia chit hoat dong bé mit trong phdi dang
dong kho theo sang ché dugc dung trong céc lo thuy tinh 30 ml, & do khuyéch dai X100,

bé mat A va bé mit B tuong ng.

Fig.6A va Fig.6B la cac anh chup SEM ciia cht hoat dong bé mit trong phdi dang
déng kho co ché pham II do cong ty Bornstein Lyo Cycle san xuét trong céc lo thiy tinh
30 ml nhu dugc mo ta trong vi du 3, 6 do khuyéch dai X100, b& mit A va bé mat B tuong

ing
MG ta chi tiét sing ché

D c6 phat hién l1a chat hoat dong bé mat trong phdi tong hop dang kho 6 cac hat
chit rdn dugc phan bd déng nhit dugc sdp xép trong cdu tric cting, 6n dinh vé co hoc, ¢6

kha nang chéng lai su van chuyén boi khong khi va viée dong géi c6 thé duge thuc hién
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bing quy trinh dong kho cai tién.

Ché phdm dong kho duoc ky vong c6 dang ddng nhit vé cdu tric va két cau va do
bén co hoc tdt (vi du, c6 kha ning chiu duoc bbe xép va van chuyén) dé thich hop cho
phén phéi thuong mai. Dang ddng nhét gén lidn v6i do 6n dinh duge cai thién va it bién

ddi vé hoat tinh cua thudc, dic tinh cdm quan cua thudc, dd am, va thoi gian phuc hoi.

Viéc dong kho cac ché phdm chira huyén phu ctia ché pham liposom va dung moi
hitu co 12 mot nhiém vu phirc tap do dung moéi hitu co bi mic ket nhu 12 mot chét long
khong dong bang va bay hoi ¢ ti 1€ khac nhau khi so sanh voi cac chét léng dong bing
khac vi du nhu nudce da, va do do, tao ra su thay dbi trong thanh phén dung moi dan dén

“su mét kiém soét quy trinh, kho duy tri cac thong s quy trinh quan trong cua ap sut
budng déng khd, cling nhu khé khin trong viéc kiém soat sy c6 mit ctia dung mai con lai

trong san phdm kho.

Cac nd luc dé xuét chit hoat dong bé mit trong phdi téng hop kho tir hdn hop tién
dong kho chira dung moi hitu co nam trong khoang tir 3% dén 20% sir dung trong cac quy
trinh dong kho dugc mo ta trong cac patent My $ 5,952,303 va 7,582,312 khong thanh
cong dé tao ra cac san phém ¢ thé chép nhan vé mat thuong mai. Céc san phém thu duoc
6 céc hat chét ran duoc phéan b khong déu doc bé mat ctia cac dd chira bot dong kho;
chit rin dudng nhu bi ndi 1én trong lo thiy tinh trong qué trinh xu ly va c6 bé mit bot bi

vQ vun.

Céc thay ddi thong thudng vé nhiét do gia do, 4p sudt va thoi gian khong tao ra sin
phdm mong mudn c6 dang ddng déu vé cdu tric va két ciu va do bén vat Iy tdt (vi du, san
pham déng kho cé kha nang duy tri hinh dang va gitr ding vi tri khi dao nguoc lo thiy
tinh chtra bot déng kho). Budc dau tién trong viée phét trién quy trinh déng kho theo ééng
ché 1a d& xac dinh dir liéu phén tich nhiét lién quan dén nguyén liéu gén lién voi céc thanh
phan cu thé va ty 1& clia cac thanh phan d6 chira trong ché pham (hdu hét cic ta dugc vo
dinh hinh ciing chtra mudi trong chét dém va dung moéi hitu co). Su phan tich nhiét nay
duoc tién hanh béng cach thuc hién quan sat hién vi su dong kho (Freeze Drying
Microscopy (FDM)), do dién tr¢ (Electrical Resistance (ER)) va do nhiét luong quét vi sai
& nhiét do thap (Low Temperature Differential Scanning Calorimetry (LT-DSC)). Phén
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tich nhiét dua ra thong tin quan trong chang nhu dit liéu vé& nhiét do héa ran thich hop va
nhiét do ngudng trong d6 dé siy nguyén liéu mdt cach an toan trong sy ¢ mit ctia nude
d4 trong qué trinh sdy so cip dé dam bao duy tri cac céu tric duoc thiét 1ap trong budc
doéng bang. Dua vao hiéu biét vé dic diém clia c4c thanh phn hitu co va dién bién ctia quy
trinh, du kién khong thé dat duoc su hoa ran hoan tit & cac diéu kién duoc st dung cho
quy trinh déng kho thuong. Thuc té nay 1a mot thach thue xir ly dang ké vi dung dich gop
(tire 13, hdn hop tién dong kho) co trong hé dung méi ¢6 cac thanh phan dé& bay hoi, chang
han nhu dung maéi hitu co nam trong khoang tir 3% dén 20%, t&t hon 14 ndm trong khoang
tlr 3% dén 15%, t&t hon nita 1a ndm trong khoang tir 5% dén 10% va tSt hon nita 1a ndm
trong khoang tir 7% dén 10% (thé tich/thé tich) tong thé tich ctia hdn hgp tién d(“)ng-khf)
v6i phin con lai 1a nude va/hodc chat dém. Cac thanh phan dé bay hoi c6 diém soi thap
hon nhiét d6 c6 thé thuc hién duge boi binh ngung. Do d6, dung mdi hitu co ¢6 thé khong
bi hoa rin boi binh ngung va thudng khong ¢6 hiéu quéa thu gom bai binh ngung trong khi
xtr ly séy, nhu v&i phuong phap thong thuong. Trong quy trinh ndy, trong subt giai doan
sdy clia qua trinh déng kho, hoi hitu co tach ra tir cac nguyén lidu v6i 4p suat budng giam,
duogc thu gom tirc thoi trén bé mat cta binh ngung do su sy chénh 1€ch nhiét d§ gitta cac
dung mdi trong san phidm va binh ngung. Cac hoi nay, trong khi trén bé mit cta binh
ngung, & trang thai 1ong. Ap sut hoi két hop véi mdi dung mdi hitu co thu duoc dudi
dang chat 16ng khi giam nhiét do cua binh ngung, 1a du cao hon so véi ap sudt budng, gdy
ra su chuyén doi tiép theo clia cac chét 16ng hitu co trd lai trang thai hoi. Chudi su kién
nay dugc goi 1a su hdi luu (hoi> 1ong> hoi) va lién tuc lap di lap lai trong subt qua trinh
cho dén khi, qué thoi gian, cac hoi hitu co thoat khoi sirc hit ctia binh ngung va duoc ldy
ra khoi budng bang bom chan khéng. Trong khi d6, nguyén liéu & trang thai hdi luu dang
lién tuc giai phong nhiét lugng (hoi bién thanh 16ng) va tiéu thu nhiét luong (1éng hoa
thanh hoi) dé chuyén ddi tir pha nay sang pha khac. Két qua 14, nguyén liéu thu dugc trén
binh ngung phai trai qua su hdp thu va giai phong nhiét két hop vaéi su hdi luu va khong
con ¢6 thé duy tri cac diéu kién trang thai 6n dinh. Néu su thing hoa ctia nuge da diénra ¢
murc chiéu cao trong qua trinh hdi luu cac dung mdi hitu co, ca su bién dong nhiét do
khong ddi va lugng dién tich bé mat tu do ctia binh ngung, khong c6 su hdi luu dung moi
hitu co, s€ tac dong Ién su ngung tu hoi nude dé tao thanh nuée da, ap suft buﬁ‘)ng duoc

kiém soét va cudi cung, khi thang hoa nudc dé tir san phim. Phuong phap thong thuong
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dé dong kho 1a thing hoa nudc da dé tao ra hoi nudc va su chuyén dbi hoi nude tro lai
thanh nuéc da khi duge thu vao binh ngung va dugc coi la tinh trang giai phap ky thuat
tién than. Dua vao thach thitc gay ra boi sy ¢6 mat clia cac dung moi hitu co, két hop voi
su noi 1én ctia banh dong kho trong qua trinh xir ly, tng dung sdy so cdp hai budc duge
thuc hién dé khéic phuc thanh cong cac anh huéng nay. Muc dich ctia img dung sy so cép
hai budc 1a dé phan tach su bay hoi cia dung mdi hitu co bén ngoai bét ky tir bé mat tiép
xuc chét nén/lo thity tinh véi su thang hoa ctia nudce da. Khbi pho ké da duoc str dung dé
do murc do khi du trong budng dong khé. Cac dit liéu nay chira ring phan dung mai hitu
co duoge loai bo trong giai doan ban du ciia qua trinh sdy so cdp va cac thong s6 chu ky
dich cho giai doan cu thé nay dan dén mirc dung moi hitu co giam, cho thdy quy trinh nay
¢6 thé duoc phat trién t6i giai doan tht hai cta sdy so cap. Viéc sir dung k¥ thuat nay,
bang cach thuc hién giai doan danh riéng dé loai bo cac dung moi tu do thong qua sy bay
hoi, din dén viéc loai bo su ndi 1én ctia banh dong khd trong su bidu hién dich dbi véi.thoi
gian thu nhat. Sau do ¢6 1ap luan rang viéc loai bo cdc dung moi hitu co khong dong bing
trong giai doan dAu nay co thé lam giam hién tuong ndi 1én cua banh dong kho néu cac
thong s giai doan c6 lién quan nhu téc do lam lanh, U va lam 4m dé sdy so cép c¢6 thé
duoc kidm soat hon nita dé pha vo tinh di dong cua san pham lién quan dén sy ndi lén

trong lo thuy tinh.

Céc tac gia da xac dinh ring mot trong s& céc nguyén nhén ctia sy ndi 1én la su hoa
ran khong thich hop dat dugc boi nhiét do dong bang dugc st dung trude do 1a-30°C va -
40°C. Nhiéu nd luc dé 1am giam su ndi 1én bing cach ha nhiét do gia d xudng -45°C va
nang ap suat budng trong budc sdy so cap khong dem lai hidu qua cai thién déng ké. Su co
mat cua alcohol trong hdn hop dong kho tao ra hiéu qua “bdi tron”; khi banh dong kho
dugc ning dén nhiét do 4m hon, su c6 mit cta alcohol doc cac mép cua lo thiy tinh ¢6 thé
lam cho banh dong khd bi ndi lén. Béng cach ha nhi¢t d0 dong béang tdi uu 14 -45°C hodc
thdp hon trong pha hoa rin, bao gdm, trudc giai doan sdy so ¢ip, xtr Iy nhiét khi 0 dé lam
cho nhiéu dung moi hitu co dugc tach ra khoi hdn hop hon, su ndi 1én duoc loai bo. Céc
tham sb duoc uu tién cho pha déng bang la nhu sau: lam lanh tur tur dén nhiét do gia dola-
45°C hodc thap hon, tdt hon 1a tir -40°C dén -50°C (“nhiét dd héa ran tbi wu™), sau d6 giir
& nhiét do gia do trong thoi gian 1-10 gid, tdt hon 13, 2-8 gio, t6t hon nira la 3-5 gid, tit ca

déu dién ra & ap suét khi quyén. Viéc lam lanh tur tir bat ddu sau khi hdn hop tién dong kho
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duoc can béng & nhiét do 2-8°C trong vai gio trén gia do, va sau dé bat dau ha nhiét do ¢

téc do ndm trong khoang tir 0,1 dén 1°C/phut.

Hon nifa, viéc ¢b ging cai thién thoi gian xt Iy va van duy tri do ddng déu va bé
ngoai yéu cau, cac tac gia da phan tich ty 1€ gilta thé tich mau va kich thudc cta lo. Do su
ndi [én ctia banh dong kho 1a hién tuong hiém gip, nén viéc danh gia trang thai trong cac
kich thudce 1o khac nhau riéng biét dya vao viéc tao ra dién tich bé mat 1én hon dbi vei
banh dong khd dong bang dé két dinh hon la phuong phap dénh gia c4c kich thuéc lo khac
nhau thong thuong dua trén viéc dat dugc chiéu cao nap liéu tdi thiéu trong lo thuy tinh.
Diéu ngac nhién 13, da phat hién dugc rang viéc thay ddi kich thudc ctia cac lo tir dung
tich 20 ml dén dung tich 50 ml, trong khi c6 lugng chit nap ban dau giéng nhau (13,7 ml),
khong tao ra su cdi thién tuong Ung vé hinh dang ciia banh dong khé dong kho tir lo co
kich thudc nho hon to1 1o ¢6 kich thudce lo 16n nhét. Trong khi cac mau lo 30 ml c6 banh
dong kho dugc phan b déng déu hon so véi cac mau lo 20 ml, cac mau lo S0 ml c6 do
ddng déu thdp hon so véi cac miu lo 20ml. Viéc thiéu cai thién trong nguyén lidu dugc xur
ly trong 1o ¢ dung tich 50 ml kha tuong quan véi cac murc tang cua su ndi 1én cua banh
dong kho quan sat dugc trong dd chira nay dugc két hop v6i chiéu cao banh dong kha thu
duoge, khi dugce so sanh voi chiéu cao banh dong kho cua lo 20cc va lo 30cc. Khi tdng
lugng chat nap vao lo, ty 18 gitra thé tich nap (thé tich hdn hop tién dong kho) va thé tich
1o (hodc loai hdp dung khac dé chua luong chét nap d6) va/hodc ty 1€ chiéu cao chét nap
cta hdn hop tién dong khd trong lo va dudng kinh ctia lo nén dugc quan sat dé loai bo su
ndi 1én cua vt liéu nap vao lg. Ty 1€ cua chiéﬁ cao chét nap trong lo véi duong kinh lo
nén nim trong khoang tir 0,3 dén 0,5, tot hon 14 nam trong khoang tir 0,4 dén 0,7, va tét
hon nita 1a ndm trong khoang tir 0,5 dén 0,6. Ty 1é thé tich chét nap trong lo v6i thé tich lo
can ndm trong khoang tir 28% dén 68%, tét hon la nam trong khoang tir 35% dén 55%.
Cén hiéu phai rang thé tich cua lo dugc str dung trong cac phép tinh nay la cac thé tich
“duogc liét ke (tac 1a, cac thé tich duoc liét ké trong danh muc va tap san thuong mai) va
khong phai la thé tich bén trong thuc té, trong dé céc thé tich duoc liét ké c6 thé chénh

léch véi cac thé tich thuc té khoang 10%.

Céc tac gia da xac dinh rang viéc bo sung giai doan 0 sau giai doan dong bang hodc

dudi dang mot bude trung gian trudc khi dat dén nhiét do dong bang téi han giup tao ra
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banh dong kho cting hon véi phan ria md rong s€ dinh chét voi cac mép va day cua lo thuy
tinh, va do do, loai trur dugc su noi lén cua chat ran. Muc tiéu khac dat dugce bang cach bo
sung giai doan 0 la dé co dugc su tang toc do thdng hoa va nho do do, gidm trong thoi

gian xtr ly tbng thé, ma khong anh huong dén hinh dang banh.

Giai doan 0 béy gid s& duge mo ta trong chi tiét. Khai niém “giai doan 0 ¢6 nghia
la cac diéu kién dé xu 1y nhiét va thuc ddy su phan tach thanh phan va/hodc su két tinh
thanh phdn cta hdn hop. Su xir Iy nhiét nay c6 thé dan dén (A) lam lanh dén nhiét do
trung gian sau do tiép tuc lam lanh dén nhiét do thép tdi han (“nhiét d§ dong bang tdi
han’), hoac (B) lam lanh dén nhiét do thép sau dé lam nong dén nhiét do trung gian, sau
do tiép tuc lam lanh dén mot nhiét do th'flp td1 han, hoac (C) lam lanh dén nhiét do thép,
sau do lam nong dén nhiét do trung gian. “Giai doan 0 duoc du dinh xay ra trong giai
doan déng bang cia quy trinh dong kho. Viéc thuc hién t lam tdng kha ndng ngén chan sy
ndi 1én ctia banh déng kho tir day lo trong qua trinh xir Iy bang cach tao ra khung dong
lanh ctng hon. Ngoai ra, viéc i thiic ddy su di chuyén ctia dung méi khong dong bang dén
bé mat tiép xtc lo/khung va tiép tuc thiic dy sur phan tach sau dé cua dung méi tir san
phim trong cac diéu kién ban ddu duoc sir dung dé sdy so cdp, 1am giam hiéu qué lugng
dung moi va tao ra chét tan, tirc 13, cac mudi API (Active Pharmaceutical Ingredient -
duoc chit) va hé dém, ctmg hon trong khi nuéc khong dong bang bat ky dugc chuyén
thanh nudce da. Nhiét do trung gian dugc lya chon dua trén ddc tinh thi gidc va phan tich
nhiét nhiét do thip dac diém hinh anh cta vét lidu véi hoac 1a nhiét do chuyén tiép thay
tinh (Tg’) hodc 1a nhiét d6 twong ting véi su thay ddi vét Iy ¢6 thé quan sat dugc xéc dinh.
Nhiét do thép duoc lua chon dua trén dic tinh thi gidc va phén tich nhiét ctua vat liéu ma
do duoc nhiét do héa ran hoan toan. Tg’ hodc su thay ddi vat ly co thé quan sat duoc khac,
nhu su thay ddi trong d6 mo hodc di chuyén twong tu chit xac dinh san pham cén dugc u
¢ nhi¢t do trung binh nao va xac dinh nhiét do hoa ran hoan toan nao ma diém thiét 1ap
nhiét do thp cin dugc str dung dé thic day vat liéu dong lanh 1y tuéng dé tién hanh sdy
kho so cép. Cu thé 14, vat liéu can duoc i & nhiét chiéu cao hon Tg’ vai do hoac & su thay
ddi vat ly duogc quan sat, va, & muc tdi thiéu, vat liéu can dugc lam lanh té1 nhiét do béng
hodc thédp hon nhiét do hda ran hoan toan. Péi véi vat liéu duoc mo ta la Ché phém [ trong
tai liéu nay, trong qua trinh phan tich nhiét, sy thay doi vat ly dugc quan sat 1a chuyén

dong tuong tu chét long dugc quan sat & nhiét d -28°C (nhiét dd ma tai do su chuyén
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dong tuong tu chét léng dugc quan sat dudi kinh hién vi ddi véi su dong kho). Theo céac
phuong én nhét dinh, nhiét dé hoa rin hoan toan duoc quan sat théy & -45°C. Cac mam
hoa rén phai dugc x4c nhan trude trude khi gilt & hodc 1a nhi€t do thép hoac la nhiét do
trung gian. Cac nhiét do s€ la giéng nhau hodc tuong tu nhau dbi voi mdibién thé A, B va
C, tuy nhién, tha tu trong d6 chung dugc thuc hién sé thay doi. Viéc lua chon nhiét do co
thé dua trén cac thanh phén trong ché pham hodc nhiét do ngudng. Nhiét do ngudng duoc
xéc dinh 1a nhiét do trong d6 nhiét do san pham can dugc giit thdp hon trong qué trinh sdy
SO cép, trong su ¢d mat cua nude da, dé tranh voy vun, tan chay, hoac trong mot sb truong

hop, su noi 1€n cia banh dong kho.

Theo cac phuong an nhét dinh, budc G dugc thuce hién nhu duge mé ta trong bién
thé (B) & trén. Theo cac phuong an nay, giai doan i bao gdm lam 4m banh déng kho tir -
45°C +/- 5°C (nhiét do déng bang t6i han) [én -22°C +/- 5°C (nhiét do trung gian) & toe do
duoc chon ndm trong khoang tir 0,1°C/phut dén 1°C/phut (budce lam dm) va gitr trong
khoang thoi gian du dé thuc day su phan tach dung mdi hitu co khoi hdn hop tan va tao ra
chit ran cung hon dé 1am giam hodc loai bo su ndi banh dong kho, tot nhat 14, 3-8 gio ¢ -
22°C +/- 5°C (budc giit), sau d6 lam lanh lai dén -45°C +/- 5°C & tbc dd ndm trong
khoang tir 0,1°C/phut dén 1°C/phut (budc 1am lanh) va giir trong khoang thoi gian du dé -
dam bao héa ran du, vi dy, trong thoi gian tir 3-8 gio, tot nhat 14 4 gio, ¢ -45°C +/- 5°C,
trong d6 tat ca bon bude duge tién hanh ¢ ap sudt khi quyén. Theo cac phuong an nhét

dinh, budc U dugc tién hanh nhu dugc md ta trong céc vi du 2, va vi du 9 dén vi du 13.

Ngoai ra, sy hoa ran du co thé dat dugc béng viéc lam lanh truc tiép dén mot nhiét
do tl1§p td1 han ma khong can budc gili cudi cung béng cach lam lanh céac lo ¢ toe do
khong ddi duge nam trong khoang tir 0,1°C/phut dén 1°C/phut dén nhiét do thap toi han
cho dén khi dat duoc nhiét do mong mudn. Theo phuong 4n khéc (bién thé (A) & trén),
giai doan u dugc thuc hién nhu moét budce trung gian trude khi dat dén nhiét do thép toi
han trong giai doan déng bang. Theo phuong an nay, giai doan 0 bat dau khi nhiét do cua
g1 do dat dén nhiét d6 tao mam cua san phém long (khoang -15°C +/- 5°C) (“nhiét do tao
méam”) va bao gém viéc giit & nhiét do tao mam trong khoang thoi gian du dé chuyén ddi
nudce thanh bang va tach cac chat hoa tan trong hdn hop, ndm trong khoang tir 45 phut dén

4 gio (budc gilt trung gian), sau do tiép tuc lam lanh hdn hop véi tdc do tir 0,1 °C/phut dén
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1,0°C/phut cho dén khi dat duoc nhiét do déng bang té1 han mong mudn (-50°C +/-5°C)

va budc giit 6 nhiét do d6 duoc tién hanh cho dén giai doan dong bing duoc hoan tat.

Theo mdt phuong an, giai doan t bao g6m lam 4m banh déng kho tir -50°C +/- 5°C
dén -22°C +/- 5°C & tbe do tir 0,1 dén 1°C/phit va gift trong thoi gian tir 3-8 giy ¢ -22°C
+/- 5°C, sau d6 1am lanh lai dén -50°C +/- 5°C & tée d6 tir 0,1 dén 1°C/phit va gir trong
thoi gian tir 3-8 gio, tot hon 12 14 4 gio, & -50°C +/- 5°C, trong d9 tat ca bdn bude duge

tién hanh & 4p suét khi quyén.

Theo cac phuong an nhét dinh, bude 0 duoc thuc hién nhu duge mo ta trong bién
thé (A) ¢ trén. Nhiét do trung gian c6 thé dugc lua chon nim trong khoang tir -10°C dén -
35°C. Viéc gili & nhiét do trung gian la trong khoang thot gian du dé chuyén doi nudc
thanh bang va tach cac chit hoa tan trong hdn hop, nim trong khoang tir 45 phut dén 4
gi0. Viéc tdng nhanh dén nhiét do doéng bang téi han dugc thuc hién & tde do xép xi 0,1
dén 1°C/phit sau d6 gitr & nhiét do d6 cho dén khi giai doan dong bang duoc hoan tat, la
nim trong khoang tir 0,5 dén 5gid. Sau d6, budc sdy so cdp duge tién hanh nhu duge md

ta. Mot vi du vé qua trinh nay dugc md ta trong vi du 14, xem bang 16.

Giai doan sy so cip dugc thuc hién & ap sudt giam (chan khong) va bao gbm budc
gilr tuy y & nhiét dg cta céac budce trude do trong khoang thot gian du dé léhl bay ho it
nhét 1a 5%, tot hon 14, tir 5 dén 10% dung moi hitu co, tdng dan tir nhiét dd & bude trude -
50°C +/- 5°C dén nhiét d6 ndm trong khoang tir -25°C dén 0°C (nhiét d@ sy so cép) véi
tdc do tir 0,1°C/phut dén 2°C/phut va ap suét tir 30 mT dén 200mT, tot hon 14, 40 mT +/-
10mT (budc dun nong), tiép theo sau 1a bude gitt & nhiét do sdy so cép trong thoi gian du
dé thing hoa it nhat 70% dung méi, tot hon 14 it nhat 12 80%, t6t hon 14 tir 5 dén 10% dung
mdi hitu co hozic néu bude gitr tuy y khong duoc thuc hién, thi trong thoi gian dii dé thang
hoa it nhit 80% dung mdi. Budc giir ¢ thé kéo dai 10 gid hodc hon. Theo cic phuong an
nhét dinh, budc giir 12 trong thoi gian tir 18 dén 140 gio, tot hon la tir 18 dén 100 gio. Lua
chon nhiét do cho qua trinh sdy so cip nam trong khoang tir 0°C dén -25°C la dya trén
mong mudn git mau trong lo khong bi dang 1én va sdy kho véi su duy tri cdu tric dugc
thiét 1ap trong khi déng bang. Kha ning dé tdi uu hoa thoi gian ctia giai doan sdy so cip

dugc nang cao nho thiét ké cua giai doan U.
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Tiép theo, giai doan sdy thir cAp s& duge mo ta. Muc dich cia giai doan sdy thir cp
la dé giam ham lugng 4m con lai trong san phdm trong giai doan sdy so cip bang cach
nang nhi¢t do cia san phém, thong thuong 1a nhiét chiéu cao hon nhiét d6 méi truong, dé
loai bd nude con lai bt ky va giit & nhiét do dugc chon trong khoang thoi gian du dé tao
ra chit hoat dong bé mat trong phdi téng hop dang dong kho co ham luong dung moi con
lai nhidu nhat 1a 2%. Pham vi nhiét do sdy thtr cip thong thudng ndm trong khoang tir tir
20°C dén 30°C. Tuy nhién, pham vi nhiét do sdy thi cap c6 thé nam trong khoang tir-7°C
dén +60°C. Diém thiét 1ap nhiét do sdy thir cap can duoc lua chon dua trén 1) viée duy tri
d6 &n dinh cta san phdm trong giai doan sy thir cap bang cach thuc hién nhiét do gia do
dé duy tri nhiét do san pham dudi Tg quan sat dugc it nhét 4 5°C va 2) thuc day sy giai
hép phu bﬁmg cach thuc hién nhiét d6 lam 4m du dé lam giam hiéu qua lugng 4m con lai
dén mirc thong sb k§ thuat & mirc do hop 1y vé mit thuong mai. Tg quan sét duoc clia ché
pham I 12 ndm trong khoang tir 45°C dén 51°C, nén nhiét do trong budc sy thir cap c6 thé
cao dén 46°C. Cac két qua do 4m con lai chira réng diém thiét lap nhiét do Séy thu cép la
25°C la ¢6 hiéu qua dé dat duoc cac két qua do 4m con lai. Tiép theo, thuc hién gilt san
phdm & nhiét do sdy thir cdp dugc chon trong khoang thoi gian du dé tao ra san phim cudi
cing v6i ham luong dung méi con lai 16n nhét 12 2%. Mot cach dé udce lugng xem viée
sdy da hoan tit hay chua l1a thuc hién thir nghiém nang 4p sudt (th nghiém danh g1a),
trong d6 ap suat 1a 10 micron chi ra rang do 4m con lai 1a thudc thong sb ky thuat. Theo
cac phuong an nhét dinh, giai doan sy thir cip duoc tién hanh bing cach nung néng tur
nhiét do gia do & bude trude do 1én 25°C +/- 3°C ¢ tde do 1a tir 0,1 dén 1°C/phut, tdt hon
la & toe do tr 0,2 dén 0,5°C/phut. Giai doan nay ciing dugc tién hanh trong chan khong
nhu ¢ giai doan trude. Pham vi ap sut dugc uu tién la tur 30mT dén 500mT, tot hon la, tir
40mT dén 150mT. Sau khi san phém dat dén nhiét do gid do duoc chon, budc gilt & nhiét

d9 25°C +/- 3°C dugc thuc hién trong thoi gian tir 4 dén 10 gio, tot hon 1a 6 gio.

Vat liéu di dong kho sau do duoc thdi khi tro, vi du, nito ¢ ap suét 0,5 bar trudc

khi dong nap hoan toan va han kin dé luu trir.

Dé xdc dinh kha nang tai san xuat cua cac tham so chu trinh dich, cac thudc tinh
cua san pham chinh chang han nhu hd so nhiét do, nhiét do chuyén thang hoa va cac dac

tinh san pham hoan thién dugc so sanh sau khi xu ly véi cac quy trinh dong kho dong
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nhat. Nhiét do “chuyén” thang hoa la nhiét do ngay truée diém khi nhiét do san pham dot
ngot tién dén nhiét do gia do trong khi sdy so cap. Nhiét do chuyén cua san phdm chi ra sy
hoan tat thang hoa trong dd chira cho sin co xét dén vi tri cta cap nhiét do dugc bd tri
dung chd (tAm ddy) noi nude da c6 thé duoc phat hién cudi cung. P6i véi mdi bude quan
trong cua quy trinh (vi du, u, déng bang, sdy so cdp, chuyén thang hoa va sdy thu cap),
pham vi nhiét do san pham tir ca hai nghién ctru déu 12 0,5°C cho viéc i va dong bang, va
1°C cho sdy so cdp va chuyén thing hoa, va 1,5°C cho sdy thir cip. Dua vao bién thé danh
nghia nay, thudc tinh nhiét trong khi xtr ly la tinh c6 thé tai san xudt duoc xem xét. Panh
gia pham vi thot gian két thuc thang hoa chi ra ring su thang hoa da duoc hoan tat trong
pham vi 6 gio tir thir nghiém nay dén thir nghiém khéc, ciing dé xuat kha nang téi san Xuét
thich hop. Cudi cung, viéc danh gid san phém hoan thién chéng han nhu bé ngoai tu nhién,
d6 4m con lai, thoi gian khdi phuc, d9 trong ctia dung mdi, do pH khdi phuc, su mét khoi
lugng khi phan tich nhiét trong luong (thermogravimetric mass loss (TGA)) va phan tich
nhiét luong quét vi sai & nhiét chiéu cao (High Temperature Differential Scanning
Calorimetry (HT-DSC)) tit ca tao ra cac két qua co thé so sénh, con hd trg kha ning 6n
dinh d& tai san xudt pht hop vai chét luong san pham tir thir nghiém nay dén thir nghiém
khéc & quy mo 16n hon. Két luan rat ra tir ddnh gia ctia cac thir nghiém nay la céc tham s6
ctia quy trinh déng kho dugc thuc hién dé dong kho chét hoat dong bé mat trong phoi tong
hop bao gdm tir 3 d&n 20% dung mdi hitu co, tét hon 1a tir 3% dén 15%, t6t hon nira 13 tir
5% dén 10% va t&t hon nira 1a tir 7% dén 10% (thé tich/thé tich) tong thé tich ctia hdn hop
tién dong kho, la du dé thu dugc vat lidu phu hop voi chét lugng céc thudc tinh san phém

¢6 thé chap nhan dugc ma khong c6 hién tuong noi 1én cia banh dong kho.

Su dong kho duoc thuc hién & may siy dong kho bdn gia cung cdp khong gian gia
la tam bé vuong, voi dung tich ngung tu nude da bén trong la 15 kildgam. Bo thiét bi nay
duoc tao két ciu bing thép khong gi loai 304L, dugc chirg nhan nhu [a budng ap suat dé
van hanh 1én dén ap sudt 20 psig voi su tiét tring bang hoi nude. Thiét bi dong kho thong
thuong gébm c6 budng dinh ap sudt, binh ngung, hé thdng chan khong véi dic diém diéu
khién 4p suat, va vong chét luu trao d6i nhiét tuan hoan c6 kha nang hoat dong ¢ pham vi

nhiét d6 ndm trong khoang tir —55°C dén 50°C.

Vat liéu da dong kho c6 mau trang, dugc phan tan d6ng nhat trong cac lo, vat co
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hinh tru (tuc la, bét chude hinh dang cua lo), nén chat, c6 do co nho tdi thiéu khi so voi
chit nap ban dau, c6 két cdu ran khong di chuyén khi dao nguoc lo, va khong co vét vat
liéu hodc vong trén bé miit trén cia vat liéu. Vat liéu co bé mit mo xin doc theo dinh, canh
va day cta banh dong kho. Vat liéu dong kho dap ung thong sé k¥ thuat vé do am con du,

DSC, kha nang khoi phuc, do pH, va dd nhot.

Hdn hop tién dong khoé va ché phdm cia no bay gid sé dugc md ta chi tiét. Cac
thanh phin chinh — duoc chit (Active Pharmaceutical Ingredient (API)) la céc
pholspholipit (vi du, dipalmitoyl phosphatidylcholin (DPPC) va palmitoyloleoyl
phosphatidylglyxerol (POPG), axit palmitic (PA) va peptit phéi tdng hop (t6t nhat 14,
KL4).

Theo cac phuong én nhat dinh, cac chat bat chudc polypeptit hoat dong bé mat
trong phdi la cac polypeptit ¢ trinh tu gdc axit amin c6 do ky nude tong cong 1a nho hon
0, tbt hon 1a nhé hon hodc bing -1, tdt hon nira 12 nho hon hodc bang -2. Gia tri do ky
nude tdng cong ddi vai peptit duoc xac dinh bang cach gan mdi gbce axit amin trong peptit
vai gia tri do wa nudce ctia n6é nhu duge md ta trong Hopp et al., Proc. Natl. Acad. Sci.78:
3824-3829, 1981, voi su boc 16 cuia tai liéu nay dugc két hop & day dé tham khao. Vi
peptit da cho, cac gié tri d ky nude duoc cong lai, tong sb thu dugce thé hién gia tri do ky

nudc tong cong.

Theo céc phuong an nhit dinh, trinh tu axit amin cta chit bat chudc polypeptit
hoat dong bé mit trong phdi chét bit chudc kiéu ctia cac gbe ua nudc va ky nudce cua
SP18 va thuc hién chirc ndng cua vung ky nudce cua SP 18 nhu duge mo ta trong patent My
s6 3,789,381 duge két hop toan b & ddy. Theo cac phuong an nhat dinh, chit bit chudce
SP-B (Surfactant protein B) sir dung & ddy bao gdm mot polypeptit ¢6 cac viing g axit
amin wa nuéc va ky nudc xen ké va duge dac trung 1a ¢ it nhat 10 gde axit amino c6 ché

pham:
(Zan)ch

Z va U la cac goc axit amin sao cho moi Z va U duogc lua chon ddc lap. Z la gdc axit amin
ua nudc, tot nhat l1a dugce chon tr nhom géom cé R, D, E va K. U la gdc axit amin ky nude

tot nhat la duogc chon tr nhom gobmco V, I, L, C, Y, vaF. Cac chir cai “a”, “b™, “c” va “d”
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la cac con sb chi ra s& gbc wa nudc va ky nude. Chir cai “a” ¢ gia tri trung binh ndm
trong khoang tir 1 dén 5, t6t nhat 1a nim trong khoang tir 1 dén 3. Chir cai “b” c6 gia tri
trung binh nam trong khoang tur 3 dén 20, tét hon la nam trong khoang tir 3 dén 12, tét
nhét 12, ndm trong khoang tir 3 dén 10. Chir cai “c” 12 nam trong khoang tir I dén 10, tot
hon 13, nim trong khoang tir 2 dén 10, t&t nhat 1a nam trong khoang tir tir 3 dén 6. Chir céi

“d” 1a nam trong khoang tir 1 dén 3, tot nhat 1a nim trong khoang tir tir 1 dén 2.

Béng cach dé cap géc axit amin duoc biéu dién boi Z va U duge chon mot cach doc

lap, c6 nghia 1a mdi khi xuat hién, gbc tir nhom cu thé s& duoc chon. D6 14, khi “a” 14 2, vi

du, mdi géc va nude duge bidu dién 1a Z s& dugce lua chon mdt cach doc lap va do dé cé

thé bao gdbm RR, RD, RE, RK, DR, DD, DE, DK, vv. Bing cich dé cap “a” va “b” ¢6 céc

gid tri trung binh, ¢ nghia rang mic dii s6 gbc trong trinh tu 1dp (ZaUp) c6 thé thay doi
.

phan nao trong chudi peptit, cac gia tri trung binh clia “a” va “b” s& nim trong khoang tir 1

dén 5 va ndm trong khoang tir 3 dén 20, tuong ung.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, céc chét bat chude polypeptit SP-B vi du ¢6 thé
duoc str dung theo sang ché bao gdm, nhung khong giéi han, cac cht duge minh hoa

trong bang céc peptit bit chudc chat hoat dong bé mat trong phdi.

Bang cac peptit bt chudc chit hoat dong bé mit trong phdi

Tén goi' Ma3 trinh tu Trinh tu gdc axit amin
KL4 1 KLLLLKLLLLKLLLLKLLLLK
DL4 2 DLLLLDLLLLDLLLLDLLLLD
RL4 3 RLLLLRLLLLRLLLLRLLLLR
RLS 4 RLLLLLLLLRLLLLLLLLRLL
R2L7 5 RRLLLLLLLRRLLLLLLLRRL
6 RLLLLCLLLRLLLLLCLLLR
7 LLLLLCLLLRLLLLCLLLRLL
8 RLLLLCLLLRLLLLCLLLRLLLLCLLLR
DLLLDLLLDLLLDLLLDLLLD
RCLI 9 RLLLLCLLLRLLLLCLLLR
RCL2 10 RLLLLCLLLRLLLLCLLLRLL
RCL3 11 RLLLLCLLLRLLLLCLLLRLLLLCLLLR
KL8 12 KLLLLLLLLKLLLLLLLLKLL
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KL7 13 KKLLLLLLLKKLLLLLLLKKL

''Tén goi la tir viét tat cho trinh ty goc axit amin dugc chira

Céc vi du vé cac phospholipit sit dung trong céc ché phdm dugc phan phdi theo
sang ché bao gébm cac phospholipit tu nhién va/hodc tong hop. Cac phospholipit co thé
duoc st dung bao gdbm, nhung khong giéi han, cac phosphatidylcholin, cac
phospatidylglyxerol, cac phosphatidyletanolamin, cdc phosphatidylserin, cac axit
phosphatidic, cac phosphatidylinositol, cac sphingolipit, cac diaxylglyxerit, cardiolipin,
cac xeramit, cac xerebrosit va cac phospholipit tuong tu. Cac phospholipit vi du bao gom,
nhung khong gidi han, dipalmitoyl phosphatidylcholin (DPPC), dilauryl
phosphatidylcholin (DLPC) (C12:0), dimyristoyl phosphatidylcholin (DMPC) (C14:0),
distearoyl phosphatidylcholin (DSPC), diphytanoyvl phosphatidylcholin, nonadecanoyl
phosphatidylcholin, arachidoyl phosphatidylcholin, dioleoyl phosphatidylcholin (DOPC)
(C18:1), dipalmitoleoyl phosphatidylcholin (C16:1), linoleoyl phosphatidylcholin (C18:2),
myristoyl palmitoyl phosphatidylcholin (MPPC), steroyl myristoyl phosphatidylcholin
(SMPC),  steroyl  palmitoyl  phosphatidylcholin ~ (SPPC),  palmitoyloleoyl
phosphatidylcholin (POPC), palmitoyl palmitooleoyl phosphatidylcholin (PPoPC),
dipalmitoyl phosphatidyletanolamin (DPPE), palmitoyloleoyl phosphatidyletanolamin
(POPE), dioleoylphosphatidyletanolamin (DOPE), dimyristoyl phosphatidyletanolamin
(DMPE), distearoyl phosphatidyletanolamin (DSPE), dioleoyl phosphatidylglyxerol
(DOPG), palmitoyloleoyl phosphatidylglyxerol (POPG), dipalmitoyl phosphatidylglyxerol
(DPPG), dimyristoyl phosphatidylglyxerol (DMPG), distearoyl phosphatidylglyxerol
(DSPG), dimyristoylphosphatidylserin (DMPS), distearoylphosphatidylserin (DSPS),
palmitoyloleoyl phosphatidylserin (POPS), lecithin dau nanh, lecithin long do tring,
sphingomyelin, cac phosphatidylinositol, diphosphatidylglyxerol, phosphatidyletanolamin,
cac axit phosphatidic, va phosphatidylcholin ¢ tring (EPC).

Céac vi du vé cdc axit béo va céc alcohol béo str dung trong cic hdn hop nay bao
gom, nhung khong gidi han, cic sterol, axit palmitic, xetyl alcohol, axit lauric, axit
myristic, axit stearic, axit phytanic, axit dipamlitic, va cdc chat tuong tu. TOt nhat la, axit

béo la axit palmitic va acohol béo la xetyl alcohol.

Céac vi du vé céc este cua axit béo su dung trong cdc hon hop nay bao gdm, nhung
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khong gidi han, metyl palmitat, etyl palmitat, isopropy! palmitat, cholesteryl palmitat,

palmityl palmitat natri palmitat, kali palmitat, tripalmitin, va cac chét twong tu.

Céc vi du v& lipit tu nhién ban téng hop hodc bién ddi la lipit bt ky trong s cic
lipit dugc md ta & trén da duoc bién d6i hoa hoc. Su bién doi hoa hoc ¢6 thé bao gdm mot
s6 bién ddi; tuy nhién, bién doi dugc uu tién la su két hop cua mot hodc nhiéu nhém
polyetylen glycol (PEG) thanh cac phan mong mudn cua lipit. Polyetylen glycol (PEG) da
dugc st dung rong rai trong vat liu sinh hoc, cong nghé sinh hoc va y hoc chu yéu boi vi
PEG la polyme c6 sur twong thich sinh hoc, khong doc, khong gay mién dich va tan trong
nude. Trong linh vue dan thude, cac dan xudt PEG da duoc str dung rong rdi trong su két
hop cong hoa tri (tuc 1a, “PEG hoa”) voi céc protein dé lam giam phan tng mién dich,

phén giai protein va sy thanh thai cda than va dé ting do hoa tan.

Céc lipit da dugc két hop voi PEG & day duoc goi la cac “PEG-lipit™. Tét hon 14,
khi cac PEG-lipit dugc st dung trong cac phuong phap va ché phdm theo sang ché, chiing

cd mét trong céc alcohol va’hodc cac aldehyt.

Céc ta duge khac c6 thé duge két hop voi polipeptit hoat dong bé mit trong phoi,
mot hodc nhiéu lipit, va h¢é dung mdi hitu co trude khi dong kho bao g&n, nhung khong
gidi han, nhiéu chét dudng khéc nhau chéng han nhuu dextroza, fructoza, lactoza,
maltoza, mannitol, sucroza, sorbitol, trehaloza, va cac chét tuong tu, cac chit hoat dong bé
mit ching han nhu, polysorbat-80, polysorbat-20, sorbitan trioleat. tyloxapol va céc chat
tuong tu, cac polyme chang han nhu PEG, dextran va cac chét tuong tu, cac mudi ching
han nhu NaCl, CaCl, va cic chét tuong tu, cac alcohol, chang han nhu xetyl alcohol, va

cac chat dém.

Tt nhét 1, peptit hoat dong bé mat trong phdi duoc két hop véi cac phospholipit
va cac axit béo hodc céc alcohol béo tu do, vi du, DPPC (dipalmitoyl phosphatidylcholin),
POPG (palmitoyl-oleyl phosphatidylglyxerol) va axit palmitic (PA). Tham khao, vi du,
patent My s 5,789,381 vé6i su boc 16 ctia nd duge két hop toan bo ¢ day dé tham khéo va

cho moi muc dich.

Budc thu nhét trong viéc chuén bj hdn hop tién dong kho la dé thu duoc hdon hop

chit long vé co ban ddng nhat clia peptit hoat dong bé mat trong phdi, mdt hodc nhiéu
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lipit, trong hé dung méi hitu co chira 93-100% dung moi hitu co, t6t hon 14 etanol 95%.
Cum tr “v& co ban ddng nhét”, c¢6 nghia la cac thanh phén dugc phén tdn ddng nhét voéi
nhau, vi du, nhu trong dung dich. Cac API dugc tron 1an trong hé dung mai hitu co dugc
dun néng dén nhiét d6 45°C + 5°C cho dén khi thu duoc dung dich. Dung dich thu duoc
sau d6 duoc loc qua bd loc tiét trung ( 18 loc 0,22 micromét) vao dung dich dém, tot nhat
1a, dung dich dém tris(hydroxymetyl)aminometan (TRIS) dugc dun néng dén nhiét do
45°C + 5°C va dugc khudy dé tao ra hdn hop tién dong khé & dang nhii tuong, c6 ndng do
cua dung moi hitu co nim trong khoang tr 3% dén 20% (thé tich/thé tich) tong thé tich
ctia hdn hop tién dong kho, tét hon 1a tir 3% dén 15%, tét hon nita 4 tir 5% dén 10% va

tot hon nita 14 tir 7% dén 10% v&i phan con lai 1a nudce va‘hodc chat dém.

Theo cac phuong én uu tién nhét dinh, hon hop cua peptit hoat dong bé mat trong
phdi, cac phospholipit va céc axit béo va alcohol béo tu do, vi du, DPPC (dipalmitoy!
phosphatidylcholin) va POPG (palmitoyl-oleyl phosphatidylglyxerol) va axit palmitic (PA)
duoc két hop v6i hé dung mdi hitu co dé tao ra hdn hop long vé co ban d@)ng nhét. Cac
thanh phan cu thé co thé c6 mit trong hdn hop voi nong do bat ky. Tong nong do clia
phospholipit trong hé phan tan c6 thé nim trong khoang, vi dy, tir 1 dén 80mg tong ham
luong phospholipit/ml. Céc chat dém thich hop bao gdm, nhung khong gi¢i han, tris
axetat, tris hydroclorua, natri phosphat, kali phosphat, va cac chit dém tuong tu. Cac chét

dém thuong c6 san trén thi truong.

Theo phuong 4n uu tién, nhil tuong dé sir dung trong cic phuong phép theo sing
ché bao gdbm DPPC, POPG, PA va KL4 (ty 1é trong lugng xap xi 7,5 : 2,5 : 1,35 : 0,267)
trong dung mdi cé thé chép nhan dugc vé mat sinh 1y hoc ¢6 ndng dd dung mdi hiru co
nam trong khoang tir 3% dén 20% (thé tich/thé tich) tong thé tich ctia hon hop tién dong
kho, t&t hon la tir 3% dén 15%, t6t hon nira 1 tir 5% dén 10% va tdt hon nita la tir 7% dén

10% v&1i phan con lai la nude va’hoac chat dém.

Theo cac phuong an nhét dinh, hé dung moi hitu co con bao gém cac ta dugce bd
sung, bao gdm, nhung khong gidi han, cac chat dudong khac nhau chang han nhu dextroza,
fructoza, lactoza, maltoza, mannitol, sucroza, sorbitol, trehaloza, va cac chét tuong tu, cac
chét hoat dong bé mat chéng han nhu, vi du, polysorbat-80, polysorbat-20, sorbitan

trioleat, tyloxapol va céc chét tuong tu, cic polyme ching han nhu PEG, dextran va cic
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polyme tuong tu, cdc muoi chang han nhu NaCl, CaCl,, va cac chit dém. Theo cac
phuong &n uu tién nhét dinh, hé dung mdi hitu co vé co ban khong chira mudi. Theo cac

phuong 4n wu tién nhit dinh, hé dung méi hitu co vé co ban khong chira NaCl.

Theo cac phuong an nhit dinh, hé dung méi hitu co ¢6 thé dugc diéu ché bang cach
két hop tét ca cac thanh phan trong hé théng. Vi du, theo cac phuong 4n nhit dinh trong
d6 dung mdi hitu co gdm c6 dung mdi hitu co va mdi trudng nude ¢ nhiét do phong, moi
truong nudce va dung moi hitu co ¢ thé dugc két hop dé tao ra hé dung moi hitu co. Tot

hon 14, hé dung méi hitu co 1a nhii tvong hodc dung dich tron 1an.

Dung m6i hitu co dugc chon thich hop la ¢6 thé tuong tich véi viéc loc vo trung va
dong kho. Tot hon la, cac dung moi hitu co theo sang ché dugc chon tir nhém gom cé cac
oxyhydrocarbon thap, cdc halohydrocarbon thap, cac haloxyhydrocarbon thap, cac

sulfoxyhydrocarbon thap, cic xyclohydrocarbon thdp va céac su két hop ciia chung.

Céc dung mdi hitu co thich hop dé sir dung theo sang ché, bao gdm, nhung khong
gidi han, isopropyl alcohol, metanol, etanol, axeton, axetonitril, xyclohexan, clobutanol,
dimetylsulfoxit, t-butanol, hexanol, benzyl alcohol, axit axetic, pentanol (1-pentanol), n-
butanol, n-propanol, metyl axetat, dimetyl carbonat, mety! etyl xeton, metyl isobuty! xeton,
carbon tetraclorua, hexafloaxeton, clobutanol, dimetyl sulfon, xyclohexan, va céc sy két
hop cta chiing. Cac dung méi thich hop bao gdm céc alkanol thap, chiang han nhu t-
butanol, etanol, isopropyl alcohol, va cac dung twong ty. Dung méi dugc uu tién cu thé

theo séang ché 1a etanol.

Theo cac phuong an wu tién nhat dinh, ché pham chét hoat dong bé mat trong phdi
[ lucinactant hodc ché phim chét hoat ddng bé mat trong phdi khac bao gdm peptit hoat
dong bé mat tong hop KLLLLKLLLLKLLLLKLLLLK (KL4; ma nhan dang trinh tu s6
1). Theo cac phuong 4n uu tién nhat dinh, chit hoat dong bé mat trong phdi dang dong
kho theo sang ché khi duoc khdi phuc s& tao ra su két hop ctia cac API: DPPC, POPG. PA
va peptit KL4 véi ty 1é trong luong xap xi 7,5 : 2,5 : 1,35 : 0,267 hodc véi cung ty 1é trong
lugng ddi v6i chat hoat dong bé mat trong phoi tong hop long SURFAXIN® (lucinactant)
cua Discovery Laboratories, Inc. (Warrington, PA, USA). Theo cac phuong an nhét dinh,

ché phém chét hoat dong bé mat trong phéi duoc tao ché phém O cac néng do, vidu, 10,
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20, va 30mg/ml ham luong phospholipit. Theo cac phuong phéap khéc, ché pham chat hoat
dong bé mat trong phéi duoc tao ché phém O cac néllg dd 16n hon, vi du, 60, 90,

120mg/ml ham luong phospholipit hodc cao hon, véi ting dong thoi ndng do KL4.

Theo cac phuong an vi du nhat dinh cua sang ché, cac lugng twong ddi clia peptit
hoat dong bé mat trong phoi, cic phospholipit va cac axit béo hodc alcohol béo tur do 1a
khoang 1 phén trong luong cuia peptit hoat dong bé mit tong hop; khoang tir 20 dén 150
phin trong luong phospholipit trén mdi phan trong lugng peptit hoat dong bé mat tong
hop; khodng tur 0 dén 25 phén trong luong axit béo hodc alcohol béo tu do trén mdi phé"m
trong luong peptit hoat dong bé mat tong hop. Theo cac phuong an nhit dinh, luong tuong
déi ctia hé dung mdi hitu co 1a nam trong khoang tir 62,5 dén 250 phén trong luong trén
mdi phan trong luong peptit hoat dong bé mit trong phdi. Theo cac phuong an nhét dinh,
hé dung mai hitu co ¢6 miat véi luong tir 80 dén 125 phan trong luong trén mdi phén trong
lugng cua peptit hoat dong bé mat trong phéi. Theo cac phuong an vi du nhat dinh, céc
lugng tuong dbi ctia peptit hoat dong bé mat trong phdi, phospholipit va axit béo hodc
alcohol béo tu do 14 khoang 1 phan trong lugng ciia peptit hoat dong bé mat trong phdi,
ching han nhu, vi du, KL4; khoang tir 20 dén 100 phéan trong lugng DPPC; tr 0 dén
khoang 50 phén trong lugng POPG; va khoang tir 0 dén 25 phan trong lugng axit palmitic.

Vit liéu déng khd theo sang ché c6 mau tring, dugc phén tan khong dong déu
trong cac lo, véat hinh tru (tic 1a, bt chuége hinh dang ctia 19), hoa rén, ¢6 do co nho toi
thiéu khi so sanh véi chat nap ban dau, c¢6 két ciu cimg sao cho khong thé di chuyén khi
ddo nguoc lg, va khong co6 cac vét vat lidu hodc vong & trén bé mat trén cua vat lidu. Chét
hoat dong bé mat trong phdi tong hop dang déng kho theo sang ché duoc diéu ché theo
phuong phap dugc md ta & trén co dién tich bé mit riéng 16n hon (it nhat 1a 2.2 m?/g) va
dién tich mao quan tong cong 1on (it nhat 1a 40%) hon so véi cac chét hoat dong bé mit
trong phoi duge diéu ché bang cac phuong phap dong kho khac. Tét hon 14, dién tich bé
mat riéng ctia chat hoat dong bé mit trong phdi tong hop dang dong kho theo sang ché la
nam trong khoang tir khoang 3,7 m¥/g dén 2,2 m¥ g. Da phét hién duoc ring bén canh sir
dung budc u dé tao ra két cdu banh dong kho cting hon, su thay doi vé do chan khong,
trong khi sdy so cip ciing lam anh hudng dén dién tich bé mat riéng. Dir liéu BET duogc

néu ra trong vi du 15 thé hién rang & dp suat 40 micron, dién tich bé mat riéng la 1én nhét

-24-



20615

khi so sanh vé1i dién tich bé mit riéng ctia cdc mau dugc tao ra ¢ ap suat 150 micron. Phat
hién nay s& con gitp cho viéc xac dinh két cau cua banh chat hoat dong bé mat trong phoi

tong hop dang déng kho.

Vit liéu dong kho trai qua su kiém tra vé& d6 4m con lai, thoi gian phuc hdi, do pH,
do nhét va hoat tinh sinh hoc ctia n6. Vat li¢u dong kho duoc phuc hdi véi 10 ml nude vo
tring ding dé tiém (WFI) va cac chit rin duoc phan tan trong thoi gian tir 20 dén 30 gidy.
Do pH nam trong khoang tir 7,6 dén 7.,9. Do nhét do dugc bang cach sir dung nhot ké
Brookfield, Model LVDV-II & nhiét d6 37°C (Brookfield Engineering Laboratories, Inc.,
Middleboro, MA) ndm trong khoang 77-105 cP (0,077-0,105 Pas). Cac mau duoc phan
tich bang thiét bi do Pulsating Bubble Surfactormeter (PBS) Model EC-PBS-B
(Electronetics Corporation, USA, hién nay la General Transco Inc., Largo, FL.) ¢ nhiét do
37°C dbi voi kha nang lam gidm suc cing bé mat (vidu, hoat tinh sinh hoc); cac sb do vé
strc cang bé mat trung binh nim trong khoang tir 2 dén 7 dyn/cm (tir 2 x107 dén 7x107
N/m). Gia tri cé thé chép nhén duogc dbi véi chit hoat dong bé mat trong phéi c6 hiéu qua

la dudi 10 dyn/cm (0,0 1N/m).

Mot cach dé danh gia vat liéu dong kho la do dién tich bé mat riéng cua no. Dién
tich bé mat riéng 1a s6 do bé mit 10 ra ciia mau chit ran theo ti 1& phén ti. Phuong phap
phan tich dién tich bé mat BET (Brunauer Emmet and Teller) 1a md hinh duoc thiét lap
duoc st dung dé x4c dinh dién tich bé mat riéng cua cac chét ran boi su hép phu vatly cua
cac phan td khi (tham khao Dugc dién My (U.S. Pharmacopeia), Muc : <846> Dién tich
bé mat riéng (Specific Surface Area)
(http://www.pharmacopeia.cn/v29240/usp29nf24s0_c846.html)). Cac mau thudng dugc
chuén bi bang cach nung néng trong khi hut chan khong tirc thoi hodc thoi khi 1én trén
mau dé loai bo cac tap chét bi tach ra. Cac mau chuén bi sau dé duoc lam lanh béng nito
l6ng hodc krypton va dugc phén tich bing cach do thé tich khi bi hdp phu & céc ap suét cu
thé. Cac thir nghiém 11 diém BET duoc tién hanh trén cac mau dugc chon boi phong thi
nghi¢m Micromeritics Pharmaceutical Services (Norcross, GA) st dung cac chuong trinh
ASAP® 2420 Accelerated Surface Area va Porosimetry System (Micromeritics
Instruments Co., Norcross, GA). Cac mau duogc xa khi & nhiét dd 25°C trong thoi gian 16

gidr dudi chan khong. 100% krypton duge sir dung dudi dang chat bi hip phu. Nhiét do mé
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phan tich la khoang 77K. Cac tham s6 sau ddy duogc do lai: Khéi luong mau (g), khong
gian tu do lanh (cm?), khong gian tu do dm (cm?), 4p suat bdo hoa (Po) (mm Hg), 4p -suét
tuyét déi (P) (mm Hg), va thoi gian. Cac do thi tuyén tinh dang nhiét dugc tinh toan cho
mdi mau, trong d6 truc Y 1a lugng dugc hép phu (cm?/g STP) va truc X la 4p sudt tuong
dbi (P/Po). STP duoc biét dén 1a nhiét d6 va ap sudt tidu chudn, tirc 1a nhiét d§ 273,15 K

va ap sudt khi quyén (1,013 x 103 Pa). Dit liéu dugc thé hién trong céc vi du duéi day.

Tham s6 khac hitu ich trong xac dinh hinh thai hoc cua vat liéu dong kho la do xép
cia no dugce xac dinh dudi dang ty sb thé tich cta tit ca mao quan trén vat lidu so véi thé
tich cua vat liéu. Bo xép cua vat liéu dong khd dugc x4c dinh su dung kinh hién vi quét
dién tr (SEM) JEOL 6480 Scanning Electron Microscope (JEOL, Japan). Cic mau dugc
4y ra khoi cac lo bang cach cét dinh lo bing dao cat kim cuong va cit mot nira bé ngang
ctia chung. Cac mét cit ngang clia cic mau cat duoc dat trong bd SEM va dugc quan sat &
do khuéch dai (X) 1420 va 100. Phan tich dugc thuc hién dudi ap suét chan khong ¢ nhiét
do phong. Dién tich bé& mat & d6 khuéch dai X20 1a x4p xi 6,4mm x 5,1 mm. Dién tich bé

mit & do khuéch dai X100 1a xap xi 1.200 um x 965 pm.

Céc anh chup hién vi SEM ctia cac phén cit ngang cho thdy vi mao quan hodc cau
trac xOp trén toan bd mat cit ngang ctia mdi mau. Hai diém tiéu biéu duoc lua chon dé
chup anh la: dinh cua banh dong kho (vung khong bi cit) 1a “bé mit A” va bén trong banh
dong kho la “bé& mat B”. Fig.3A va Fig.3B thé hién cac anh phong dai ctia chat hoat dong
bé mit trong phdi dang dong kho theo sing ché dugc dong trong céc lo 30 ml, & do
khuéch dai X20, bé mat A va bé mat B tuong Umg. Fig.4A va Fig.4B thé hién céc anh
phong dai cua chét hoat dong bé mit trong phdi dang dong kho ché pham II do Bornstein
Lyo Cycle san Xuét trong cac 19 30 ml nhu duge mo ta trong vidu 3, 6 do khuéch dai X20,
bé mit A va bé mit B, tvong tmg. Fig.5A va Fig.5B thé hién cac anh phong dai ctia chét
hoat dong bé mit trong phdi dang dong kho theo sang ché dugc déng trong cac lo 30 ml, &
do khuéch dai X100, bé mit A va bé mat B, twong tmg. Fig.6A va Fig.6B thé hién cac anh
phong dai ctia cht hoat dong bé mit trong phoi dang dong kho ché pham I do Bornstein
Lyo Cycle san xudt trong cac 1o 30 ml nhu dugc mo ta trong vi du 3, & do khuéch dai

X100, bé mat A va bé mat B, tuong tng.

Pang chii y, ché pham 11 (A0490-62) duoc san xuit nhu duoc md ta trong vi du 4
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sir dung quy trinh “Johnson Lyo Cycle” ¢6 thé khong dugc phén tich véi SEM do tinh dé
v cua nd. Banh dong kho khong chiu dugc ngay ca khi cit & ap luc nhe va v thanh timg
manh. So sanh téng dién tich mao quén cua ché phém [ (A0490-55) dugc tao ra nhu dugc
md ta trong vi du 2 sir dung quy trinh Novel Lyo Cycle véi tong dién tich mao quéan cta
ché phém I1 (A0490-58) duoc tao ra nhu dugc mo ta trong vi du 3 st dung quy trinh
“Bornstein Lyo Cycle”, quan sat dugc rang ché pham I x6p hon véi do chénh l&ch tuyét

ddi it nhat 1a 11%.

Phan mém MOTIC® Images Plus 2.0 (Motic Group Co., Ltd, Xiamen, China) ding
cho kinh hién vi dugc st dung dé danh gia viing hé trong dnh dugc chon. Bg loc dia hinh
duogc 4p dung dé danh déu céc ving hd va sau d6 str dung céc dic tinh phan doan ty dong
va tinh toan tu dong dé tinh toan dién tich bé mat ho. Phuong phap nay giam tdi thiéu thao
tac thu cong dit liéu va cac do sai léch dugce loai bo gitra cac hinh dnh dugc so sanh. Véi
ché pham I, cac viing mao quan céu thanh nén 49,1% vung dugc do dbi véi mit trén clia
mau (bé& mit A) va 50,5% ving dugc do ddi véi bén trong banh dong kho (bé mat B). Véi
ché phém [I, cac viing mao quan cAu thanh nén 37,3% vung dugc do ddi voi mat trén cua
mau (bé mit A) va 36,7% vung duoc do dbi vai bén trong banh dong kho (bé mit B). Cac

do chénh léch tuong ung 1a 11,8% va 13,8%.

Viéc tinh todn mao quéan thii cdng duoc tién hanh dé thir nghiém do chinh xé4c ctia
phuong phéap néu trén dbi vé6i cdc mau duoc thé hién trén F ig.5A (cong thuc I, bé mat A,
X 100) va Fig.6A (cong thire I1, bé mat A, X100). Mdi anh hién vi duoc cét thanh kich
thudc 6,4 mm (rong) va 3,9 mm (cao), va 20 “mao quan” dugc do chiéu cao va do rong

trong moi anh va so sanh.

Ché phdm chit hoat dong bé mat trong phoi tdng hop dang dong kho theo sang ché
6 su két hop déng nhét cda dién tich bé mat 16n (it nhét 12 2,7 m?/g), do xép 16n (trén
40% thé tich) va do cimg da dugce chimg minh, vi du, kha nang chdng lai di chuyén khi
ddo nguoc va ciing khong di chuyén khi d6 chira vt lidu duoc g nhe. Khéi ciing hon c6
thé lién quan dén do di dong phén tir giam, tién chit cuia céc phan ting hoa hoc, va do d6

san pham on dinh hon.

D3 quan sat duge tir trude 13 ngoai bén API, sinapultit hodc peptit KL4 thodi bién
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nhanh hon trong moi truong long so véi trang thai rdn nhu vat liéu dong kho (xem patent
My§ 6 5,952,303 cAp cho Bornstein). Dua vao ky vong la su ddng déu cua ché pham dong
kho ciing 12 biéu hién cua san pham 6n dinh hon, céc tac gid thdy truge duoc riang ché
pham dong kho thu dugc boi phuong phép theo sang ché dugc mo ta & dy sé chimg minh
d6 6n dinh dugc cai thién it nhét 1a déi v6i peptit KL4 voi thoi gian luu trit it nht 1a 3
thang & nhiét do 25°C. Ciing c6 ky vong rang trong thoi gian luu trit dai hon, vi dy, 6
thang va 9 thang ¢ 25°C va cting nhu néu duoc luu trir & cac nhiét chiéu cao hon, vi du,
30°C va 40°C, do dn dinh cua KL4 va cac API khac s& tot hon dang ké dbi voi ché pham
dong kho thu dugce boi phuong phéap theo sang ché khi so sanh v6i ché pham dong kho
duoc tao ra boi cac quy trinh dong kho khac. Cac do cai thién do on dinh duogc ky vorig la

it nhat trén 2%, it nhét trén 5% hodc it nhét trén 10%.

Céac chét hoat dong bé mit trong phéi dang dong kho theo sang ché co thé dugc
khoi phuc véi nude hodc céc ta duge hoa tan khac. Viéc st dung cac chét hoat dong bé mat
trong phdi, dang 16ng hozic dong kho, da duge mo ta tir truge. Cac chét hoat dong bé mit
trong phdi dang déng kho moi thé hién sy dong banh rat tt va do 6n dinh rat t6t dé chdng

lai su di chuyén va noi 1€n, la céc thudc tinh can thiét doi v4i san pham dugc pham.

Sang ché s& dugc minh hoa chi tiét hon nho cac vi du sau day, nhung cin hi€u ring

sang che khong bi gidi han & cac vi du nay.
Vi du thwe hién sang ché
Vidul

Qua trinh dong khd dugce thuc hién s dung quy trinh méi va cac quy trinh duoc
cong bd tr trude duge mo ta trong cac Patent My s6 5,952,303 va 7,582,312 dé chimg

minh céc khac biét duge dua ra béi mdi quy trinh trén san phdm dong kho thu duoge.

Vat liéu: Céc thanh phén trong cic ché phim duoc dong kho bai mdi quy trinh
trong s6 ba qua trinh nay dugc tom tit dudi day trong bang 1. Cac lugng thuc té duge diéu

chinh tuy theo do tinh khiét ctia nguyén liéu.
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Béang 1. Nguyén li€u thd dung cho cac ché pham I, II, va I1I (dung tich mé 3000 g)

Nguyén liéu Ltrl%]igg(gf Z;%é“ LU‘Q‘ngT('mgq) tren
phém moi mé
KL4 (API) 0,74mg 2,22¢g
DPPC (API) 18,00mg 54,00g
POPG, Na (API) 5,.82mg 17,47¢
PA (API) 3,113mg 9,38¢
Etanol 95% 0,105mg 316g
bém:
NaCl 5,83mg 17,49¢g
Tromethamin 1,86mg 5,57¢g
Nudc 0,859 ¢ 2578¢g

Tién hanh: hai mé 3000 dugc chuan bi cho mdi quy trinh. Xylanh dugc sir dung dé nap
trong luong tiéu chuan 1a 13,7 gram mdi lo. Chuan bi hdn hop tién dong kho: cac nguyén
ligu API duoc hoa tan trong etanol 95% & nhiét do 46°C = 1°C dé thu duoc dung dich.
Dung dich thu duoc duoc loc v trung sir dung ap suat qua mang loc dudng kinh 33mm c6
kich thude 16 loc 0,22 micromet vao dung dich dém tris(hydroxymetyl)aminometan
(TRIS) dang khudy & nhiét d 45°C = 2°C dé tao ra mot ché pham lyposom véi ndng do
etanol cudi cung la 10% (trong lugng/trong lugng). Sau khi l[am mat dén nhiét do dudi
30°C, ché phfim lyposom thu duorc, tic 14, hdn hop tién dong kho, dugc chuyén vao cac dd
chira chit dong kho bang thiy tinh borosilicat dung tich 20, 30 va 50 ml & thé tich chira la

13,7 g/lo. Vat liéu dong kho thu dugce dugc bao quan & nhiét do 5°C.
Vidu2

Ché phém I. Hon hop tién dong kho tur bang 1 dugce su dung dé nap vao cac lo thuy
tinh dung tich 20, 30 va 50 mL va dugc lam dong kho st dung phuong phap dong kho maoi

dugc mo ta ¢ trén. Bang 2 tom lugc cdc tham sO cia quy trinh dong kho.

Bang 2. Céc tham sd clia quy trinh dong kho méi

Gial doan cua quy trinh Budc Tham sb
dong kho
Giai doan bét dau * Nhiét do gia do ban 5°C. duoc giir trong thoi gian 2
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dau:

gio

Giai doan dong bang *

Budc lam lanh

-20°C & tde do 1,0°C/phut

Budéc lam lanh

-30°C & tbe d6 0,5°C/phiit

Budc lam lanh

-40°C & tée do 0,25°C/phut

Budc lam lanh

-50°C & tde do 0,10°C/phut

Budc gitr

-50°C trong thoi gian 4 gio

Giai doan u*

Budc lam nong

-22°C & te do 0,5°C/phit

Budcu

-22°C trong thoi gian 4 gio

Budc lam lanh

-30°C & tde do 0,5°C/phut

Budc lam lanh

-40°C & toe do 0,25°C/phut

Budc lam lanh

-50°C & tbe do 0,10°C/phut

Budc gitr

-50°C trong thoi gian 4 gid

Giai doan sy so cap**

D0 chéan khong:

40 mT

Budéc gitr

-50°C trong thoi gian 1 gio

Budce lam nong

-25°C & tbe do 0,10°C/phit

Budéc gitr

-25°C trong thoi gian 100 gio

Giai doan say thu cap
* %

Budc lam nong

25°C & te do 0,5°C/phut

Budc giit

25°C trong thoi gian 6 gid

Giai doan hoan thién **

Xuc ria ngugc:

N> dén % bar truéce khi han kin
lo

* Giai doan dugc thuc hién & ap sudt khi quyén. ** Giai doan dugc thuc hién trong chén

Ché pham II. Hn hop tién dong kho tur bang 1 dugc st dung dé nap vao cac lo

thuy tinh dung tich 20, 30 va 50 mL va dugc dong kho st dung phuong phap déng khd

dugc md ta trong patent My sé 5,952,303 cdp cho Bornstein (“Bornstein Lyo Cycle”).

Bang 3 tdm lugc cac tham s6 cia quy trinh nay.
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Bang 3. Céc tham sb dong kho cuia quy trinh Bornstein Lyo Cycle

Nhiét d6 gia do ban 25°C.
dau*:

Budc lam lanh* -40°C ¢ toe dd 1,0°C/phut
Budc gitr* -40°C trong thoi gian 2 gio
D0 chéan khong: 100 mT
Budc lam néng** 0°C & tde dd 0,5°C/phut
Budc git** 0°C trong thoi gian 48 gio
Budce lam néng** 26°C ¢ toe dd 0,5°C/phut
Budc giti** 26°C trong thoi gian 12 gid
Xuc rira ngugc**: N dén Y2 bar trude khi han kin lo

* Giai doan dugc thuc hién ¢ ap sudt khi quyén.

** Giai doan dugc thuc hién trong chan khong.
Vidu 4

Ché phém II. H3n hop tién dong kho tir bang 1 duoc st dung dé nap vao cac lo
thuy tinh dung tich 20, 30 va 50 mL va dugc dong kho str dung phuong phép ddng kho
dugc md ta trong patent My sé 7,582,312 cép cho (“Johnson Lyo Cycle”). Bang 4 tém

luge cac tham sO cda quy trinh nay.

Bang 4. Cac tham s6 dong khd clia quy trinh Johnson Lyo Cycle

Nhiét d6 gia do ban ddu*: | 25°C.

Budc lam lanh* -30°C & te do 1,0°C/phut

Budc gitr* -30°C cho dén khi cac lo thiy
tinh dat dén nhiét d0 mong mudn

Do chan khong: 500 mT

Budc lam nong** 0°C & tde dd 1°C/phut

Budc giti** Gitr cho dén khi cac lo thiy tinh
dat dén nhiét do0 mong muodn

Xuc rua nguoc**: N> dén % bar trudce khi han kin lo

* Giai doan dugc thuc hién ¢ ap sudt khi quyén.

** Giai doan dugc thuc hién trong chan khong.
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Vidu$

Dénh gia hinh dang tu nhién ctia vat li¢u da dong kho. 20 lo da duoc lua chon ngéu
nhién. Cac 16 55-20, 55-30 va 55-50 tuong Gng v&i ché pham I trong céc lo dung tich 20,
30 va 50 ml tuong ung. Céc 16 58-20, 58-30 va 58-50 tuong Uing véi ché pham I trong cac
lo dung tich 20, 30 va 50 ml twong Ung. Céc 16 62-20, 62-30 va 62-50 tuong Ung véi ché
pham III trong céc lo dung tich 20, 30 va 50 ml tuong (mg. Tét ca céc bién thir bac dugc
tom lugce sir dung tan sudt va phén tram khi thich hop. TAt ca cac bién lién tuc dugc tom
lugc béng cach sur dung gié tri trung binh va dd léch chuén (Standard Deviation- SD), véi
gia tri trung binh va khoang '(téi thiéu, toi da) dugc sir dung cho cac mirc dénh gia duoc
lva chon. Cac ché pham I, IT va III dugc dong kho trong céc lo dung tich 20, 30 va 50 ml
da duoc kiém tra bang mét dbi véi cac d4u hiéu cua su ndi 1én chang nhu vong mau tring
& trén chiéu cao nap liéu ban dau. Pbi véilo 20 ml, chiéu cao nap chét 16ng 1a 25mm, voi
1o 30 ml, chidu cao nap chét 16ng 12 20 mm, va véi lo 50 ml, chiéu cao nap chét 16ng 1a 15

mim.

Phép do khoang cach ndi 1én thuc t& va phép do tir day lo dén vong trang & trén
chiéu cao nap liéu ban dAu trir di chiéu cao nap liéu ban dau da dugc thuc hién va dugc

minh hoa trong bang 5 va Fig.2

Bang 5
Chiéu cao ndi, mm
S5 | Losd | Losd | Losd |Losd | Losd | Losod | Losd | Losd | Losd
luong lo | 62-20 | 62-30 | 62-50 | 58-20 | 58-30 | 58-50 | 55-20 | 55-30 | 55-50
1 1 4 0 3 4 4 1 0 0
2 6 4 0 2 5 0 | 0 0
3 15 4 0 3 3 5 0 0 0
4 7 5 0 2 3 3 0 0 0
5 20 4 4 2 3 3 0 0 0
6 10 6 5 2 3 4 0 0 0
7 7 3 4 3 4 3 0 0 0
8 12 5 7 3 4 4 2 0 0
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9 14 5 4 4 4 4 1 0 0
10 8 4 3 3 3 3 2 0 0
11 10 5 5 4 2 3 0 0 0
12 10 5 6 5 3 0 0 0 0
13 9 4 5 4 3 2 0 0 0
14 12 4 5 3 4 1 0 0 0
15 8 6 10 3 2 3 1 0 0
16 4 5 5 3 3 0 1 0 0
17 11 3 2 4 2 3 0 0 0
18 9 5 3 4 3 2 0 0 0
19 10 5 2 4 2 2 0 0 0
20 8 5 4 3 3 2 0 0 0

Céc mau ché pham I (cac 16 55-30 va 55-50) (chit hoat dong bé mat trong phoi
dang ddng kho theo sang ché) trong cac lo 30 va 50 ml khong c¢6 ddu hiéu ndi 1én trong
khi cac mau trong cac lo 20 ml (16 55-20), c6 su ndi 1én nhe dén 2 mm véi 7 trong sé 20
méu. Cac mau ché pham II (58-20, 58-30 va 58-50) trong ca ba kich thudc nay ciing nhu
céc mau ché pham 11 (62-20, 62-30 va 62-50), v6i cac mau ché pham 111 trong cac 1o 20
ml [a toi t& nhét, tit ca déu c6 dau hiéu ndi lén trong quy trinh dong kho. R3 rang, bang

cach st dung quy trinh dong kh6 mé1i, van dé ndi 1€n da dugce gidm dang ké hodc loai bd.

20 lo duoc Iya chon ngiu nhién ctia ché pham I, II va 11T duge dong kho trong céc
lo 20, 30 va 50 ml da duoc kiém tra dé kiém tra cac ddu hiéu cla su di chuyén khi ddo
nguoc béng cach ddo nguoc lo mot lan. Fig.11a biéu dd cot thé hién sb lugng dd chira vat
li¢u dong kho di chuyén khi ddo nguoc (dugc thé hién dudi dang cdc cdt mau den) va sb
luong d6 chira vat liéu dong kho khong di chuyén khi dao nguoc (duogc thé hién dudi dang
cac cdt dugc gach chéo). Khong co mau nao trong sd cac mau ché phém | (chét hoat dong
bé mit trong phdi dang dong kho theo sang ché) di chuyén khi ddo nguoc, trong khi tit ca
cac mau ché pham III va hau hét cic mAu ché pham II di chuyén. Thtr nghiém nay da
chimg minh rang chét hoat dong bé mat trong phdi dang déng kho theo sang ché co su

dinh vi tot trong cac 1o so vo1 cac mau khac.
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Vidu 6

Cac nghién ctru duge dé xudt ddi véi do on dinh va hiéu luc ciia cdc APL Bon AP,
KL4 (sinapultide), DPPC, POPG va axit palmitic (PA), s& dugc thi nghiém tinh toan ven
trong khoang thoi gian duoc chon, trong vong tir 3 dén 12 thang luu trit & nhiét d 25°C,
30°C hodc 40°C sir dung HPLC (High Performance Liquid Chromatography - Sic ky long

hiéu nang cao). Cac thong sé HPLC duoc thé hién trong bang 6.

Bang 6: Céc diéu kién sic ky

Thiét bi: HPLC (Waters ALLIANCE®, Waters Corp, Milford,
MA)
Cot: Zorbax SB-C18 9 (Agilent Technologies, Santa Clara,

CA) 150 x 4,6 mm, kich thudc hat 3,5 micromet hodc
cOt twong duong co kich thudce va pha tuong tu

Nhiét do cot: 50°C
Téc dd chay: | 0,8 mL/phut

Dau do: Déu do sol khi Corona Plus (CAD); ESA Corona Plus
CAD

Thé tich tiém | It nhét 1a 33uL

mgIUZ

Nito (N2): B0 tao dong nito; thiét 1ap & ap suét 35 psi

Pha di dong A: | Metanol:Nudc:Axit trifloraxetic (50,0:50,0:0,8, thé
tich/thé tich/thé tich)

Pha di dong B: | Isopropanol:Metanol:Tetrahydrofuran:Axit
trifloaxetic (70:15:15:0,8, thé tich/thé tich/thé tich)

Céc ti€u chuan bao gdm moi trong s0 4 API dugc chay dé xac dinh mé hinh rura giai. Cac

mau dugc nap vao cot va so luong API dugc tinh toan.
Vidu7

Cac ché phdm I, I va III trong céc 1o 20, 30 va 50 ml phai trai qua thir nghiém BET
ddng thoi. Péng chu v, khi cac ché pham I, IT va III duoc giri dén Micromeritics qua
FEDEX, dé qua dém, dé tht nghiém BET, ché phidm III khong duoc giao nguyén ven,
banh dong kho rd rang da bi vd vun, va do do, khong thé thuc hién thu nghiém. Vat liéu
duoc gui lai st dung bao goi dam bao hon va cac mau trong cac lo 50ml (62-50) van bi va

vun. Nhu thé, cac két qua thir nghiém ddi véi mau 62-50 sé khong cho két qua chinh xéc.
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Thir nghiém BET dugc thuc hién nhu sau: Phén tich hép phu: Kr; Hiéu chinh nhiét:

C6; Khoang thoi gian can bang: 10 gidy; Nhigt dd moi truong: 22,00°C; Khir khi ty dong:

Co. Céc két qua cho vat liéu dong kho theo sang ché (ché pham I) trong céc lo 20ml, 30ml

va 50 ml dugc thé hién trong bang 7. Cac két qua cho cac ché pham II va III dugc thé hién

trong bang 8.
Bang 7
Tham s6 Mau: 55-20 Mau: 55-30 Mau: 55-50
Ché pham I, trong Ché pham I, trong Ché pham I, trong
cac lo 20ml cac lo 30ml cac lo SOml
Nhiét dd mé phéan | 77,155 K 77,139 K 77,110 K
tich
Khéi lvong mau | 0,3762g 0,4164g 0,1844g

Khong gian tu do
am do duoc

27,7288 cm?

27,4722 cm?

28,0054 cm’

Khong gian tu do
lanh do dugc

84,7298 cm?

83,1997 cm?

85,6894 cm?

Dién tich bé mat
diém don 1¢é

Dugc do & P/Po =
0,241772386: 2,4402
m?/g

DPugc do & P/Po =
0,239917356:
2,5954 m?/g

Duoc do & P/Po =
0,243909821: 1,9668
m?/g

Dién tich bé mat

3,4203 m*g + 0,0239

3,6868 + 0,0194

2,7108 + 0,0243 m*/g

BET m?/g m?/g
Do dée 1,438722 £ 0,011382 | 1,328621 + 1,825983 £0,018413
g/cm?® STP 0,007963 g/cm® STP | g/cm® STP
Mit phing chdan | 0,211127 +0,001832 | 0,201998 + 0,255709 £ 0,003006
Y g/cm?® STP 0,001275 g/cm® STP | g/cm?® STP
C | 7,814496 7,577384 8,140860
Qm 0,6061 cm?/g STP 0,6533 cm?/g STP 0,4804 cm*/g STP
Hé sb tuong quan | 0,9997498 0,9998563 0,9995935
Ving mat cit 0,2100 nm? 0,2100 nm? 0,2100 nm?
ngang phan tu
Bang 8
Ché phdm | Ché phdm Ché phdm Ché phdm Ché phim
II, 20ml II, 30ml II, 50ml I1I, 20ml II1, 30ml
Dién tich bé | 1,7613 +| 1,7663+ |0,6462 + | 0,9445 + 10,7282 +
mat  BET, ‘
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Ché phdm | Ché pham Ché pham Ché pham Ché phém
II, 20ml II, 30ml II, 50ml II1, 20ml III, 30ml
m?/g 0,0167m%g | 0,0193 m¥g | 0,0069 m¥g | 0,0061 m*g | 0,0032 m?%g
Qm, cm’/g|0,3121 0,3130 0,1145 0,1674 cm?/g | 0,1291 cm®/g
STP cm?/g STP | cm?®/g STP | cm’/g STP | STP STP

Dién tich bé mit riéng dbi v6i cdc mau ché pham I nam trong khoéng tir 3,7 m%/g

dén 2,7 m¥/g. Dién tich b& mat riéng d6i véi cdc mau ché pham IT 1a khoang 1,7 m¥g. Dién

tich bé mit riéng déi voi cac mau ché phdm III ndm trong khoang tir 0,6 m?/g dén 0,9

m?%g. R3 rang 1a, dién tich bé mat riéng do1 vo1 cac mau ché phdm I 16n hon dang ké so

vl cac mau khac.

Vi du 8: Ché pham 1V

Khi phdi phuc v&i 10 ml nude cét pha tiém, ché pham IV dong khd s& cho ndng do

cia cac API nhu sau, nhu duoc thé hién trong bang 9:

Bang 9

API (mg/mL)
Sinapultit (KLs) 0,862
Axit palmitic 4,05
DPPC 22,50
POPG 7,50

Bang 10. Nguyén liéu thd cho ché pham I'V (Quy md mé 8000g)

Nguyén liéu LTl?f?igg(eiE? iltlréen Lu’Q'n%.(g) utrén
phm moi mé
KL4 (API) 0,797mg 6,376g
DPPC (API) 17,99mg 143,9¢
POPG, Na (API) 5,82mg 46,6g
PA (API) 3,1lmg 24.88¢g
Etanol 95% 623,2g
bém TRIS:
NaCl 5,83mg 46,64¢g
Tromethamin 1,86mg 14,88¢
Nudc 6074¢
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Mdt sé mé dugc chuén bi theo bang 10. Chuén bi hdn hop tién dong kho: cac API
dugc hoa tan trong etanol 95% & nhiét dd 46°C + 1°C dé thu duoc dung dich. Dung dich
thu duoc duoc loc hat qua mang loc (PVDF) Millipore Millex GV cat. No SLGVO033NS
kich thude 33mm v&i 16 loc 0,22 micromét vao dung dich dém TRIS ¢ nhiét dd 45°C +
2°C dé thu duoc ché pham lyposom véi nong do etanol cudi cung la 7% (trong
luong/trong lugng). Sau khi dé ngudi dén nhiét do dudi 30°C, ché pham lyposom thu
duoc, tire 14, hdn hop tién dong khd, duge chuyén vao cac lo dong kho bang thiy tinh
borosilicat 30 mL & thé tich nap 1a 13,7 g/lo sir dung bom nhu dong va duoc dong kho nhu

dugc mo ta trong cac vidu tu 9 dén 14, cac 1an van hanh tur 1 dén 6.
Vidu9

Lan van hanh 2

Bang 11
. Nhiét Ap suit | Thoi han ,
Giai doan do MO ta
°C | Micron | Gio | Phut
Nap 1 5 Nhié¢t do nap 1€n gia
Pong bang 21 5 1 | 00 |Gii¢5,0°C
3| -45 4 | 10 | Tang dan ¢ tbc do 0,2°C/phut
4| -45 4 | 00 |Giito-45°C
5| -22 1 | 55 | Tang dan & tdc do 0,2°C/phut
6| -22 4 | 00 |Giitd-22°C
7| -45 4 | 40 | Tang dan o tdc do 0,1°C/phut
Tao chan khong 1| -45 100 0 30 | Hat chéan khong )
Séy so cip 1| -5 100 3 | 20 | Tang dan ¢ tdc dd 02°C/phit
2] -5 100 | 18 | 00 | Giit¢-5°C
Say thir cap 3| 425 100 | 2 | 30 | Tangdan & toc do 02°C/phat
4| 425 | 100 | 13 | 00 | Giir & +25°C
Thir nghiém tang ap suét 100p
50 425 | 100 | 10 | 00 |Giit ¢ +25°C
Pong nép 10,0 Psia Két thuc quy trinh
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LAn van hanh 3
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Bang 12
.. Nhiét Ap sudt | Thoi han ,
Giai doan do MO ta
°C Micron | Gio | Phut
Nap 1 5 Nhiét do nap lén gid
Dong bang 1 5 Nhiét do nap lén gia
2 5 1 00 | Gitt ¢ 5,0°C
3| -45 4 | 10 | Tangdan & tbc do 0,2°C/phit
41 -45 4 00 | Gitt ¢ -45°C
50 -22 1 | 55 | Tangdéan ¢ tc d 0,2°C/phit
6| -22 4 00 | Gitr¢-22°C
71 -45 4 | 40 | Tangdan & tdc dd 0,1°C/phut
Tao chén khong 1| -45 150 0 30 | Hat chan khong
Séy so cip 1, 0 150 3 | 45 | Tangdin & toe do 02°C/phut
2 0 150 18 | 00 | Gitr¢o0°C
Say thtr cap 3] 425 150 2 | 05 | Tangdan g tde do 0,2°C/phit
4 +25 | 150 | 13 | 00 |Gixo+25°C ”
Thir nghiém ting 4p sudt
100p
5| +25 150 10 | 00 | Giir ¢ +25°C
Dong nip 10,0 Psia Két thuc quy trinh
Vidull
Lan van hanh 4
Bang 13
‘Giai doan Nhiét | Ap suat | Thoi han
do MO ta
°C | Micron | Gio | Phut
Nap 5 Nhiét do nap [én gia
Poéng bang 5 1 00 | Gilr 6 5,0°C
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3| -45 4 10 | Tang dan & tde do 0,2°C/phut
4| -45 4 | 00 |Giir¢-45°C
51 -22 I | 55 | Tangdan & toe do 0,2°C/phit
6| -22 4 | 00 |Giird-22°C
71 -45 4 40 | Tang dan & toe do 0,1°C/phit
Tao chéin khong 1| -45 50 0 30 | Huat chan khong
Séy so cép 1| 0 50 3 | 45 | Tangdéan ¢ tdc d6 02°C/phit
21 0 50 18 | 00 |Giit¢-0°C
Séy thu cap 3| 425 50 2 05 | Tang déan & toc d6 0,2°C/phut
4| +25 50 13 | 00 |Giir¢+25°C
Thtr nghiém ting 4ap sudt
100p
5| +25 50 10 | 00 | Giir¢+25°C
Poéng nip 10.0 Psia Két thiic quy trinh
Vidu 12
Lan van hanh 5
Bang 14
. Nhiét Ap suit | Thoi han ,
Giai doan dd Mo ta
°C Micron | Gio | Phat
Nap 1y 5 Nhiét do nap 1én gia
Pong bang 2| S 1 | 00 |Gid5,00C
3| -45 4 | 10 | Tang dan & tde do 0,2°C/phut
4| -45 4 | 00 |Giitg-45°C
5/ 22 I | 55 | Tang dén & tde d6 0,2°C/phut
6| -22 4 | 00 |Giirg-22°C
7| -45 4 | 40 | Tangdan & tde dod 0,1°C/phut
Tao chan khong 1| -45 50 0 30 | Huat chan khong
Sdy so cap 1| -10 50 2 | 55 | Tang dan & toc do 02°C/phut
2| -10 50 18 | 00 | Giir¢-10°C
Say thir cap 3] 425 50 2 | 55 | Tangdan & toe d6 0,2°C/phit
4| +25 50 13 | 00 | Giir ¢ +25°C
Thir nghiém ting 4ap suét

-39-




20615

100p
S| 425 50 10 | 00 | Gitt & +25°C
Dong nép 10,0 Psia Két thuc quy trinh
Viduy 13
LAn van hanh 6
Bang 15
Giai doan Nhiét Ap sudt | Thoi han .
dod M0 ta
°C | Micron | Gi¢ | Phut
Nap Iy 5 Nhiét do nap 1én gié
Doéng bang 2| S 1 00 | Gitr 6 5,0°C
3| -45 4 | 10 | Tang dan ¢ tdc dd 0,2°C/phut
4| -45 4 00 | Gitr 6 -45°C
50 -22 1 | 55 | Tangdan & tde do 0,2°C/phiit
6| -22 4 00 | Gitr 6 -22°C
7| -45 4 | 40 | Tangdan ¢ tdc do 0,1°C/phut
Tao chan khong 1| -45 150 0 30 | Hut chan khong
Say so cip 1| -10 150 2 | 55 | Tang dan & tbe do 02°C/phut
2| -10 150 18 | 00 |Gilr¢-10°C
Say thtr cAp 3| 425 150 2 | 55 | Tang dan ¢ tdc do 0,2°C/phut
4| +25 150 13 00 | Gilt ¢ +25°C
Thir nghiém ting &p sudt
100
5| +25 150 10 | 00 | Gitro+25°C
Dong nap 10,0 Psia Két thuc quy trinh

Vidu 14

Lan véan hanh 1
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Bang 16
o N(I;éét Apsudt | Thoi han A
Giai doan ; Mo ta
°C Micron | Gi¢ | Phut
Nap 5 Nhiét do nap lén gia
Poéng béang 5 1 00 | Gir 6 5,0°C
-15 1 | 40 | Tangdéan o tde do 0,1°C/phut
-15 1 00 | Gitr 6 -15°C
-45 5 00 | Tang dan ¢ toc do 0,1°C/phut
-45 3 00 | Gilr 6 -45°C
Tao chéan khong -45 100 0 30 | Hat chan khong
Sdy so cip -5 100 3 | 20 | Tang dan & téc do 02°C/phut
-5 100 18 | 00 |Gilro-5°C
Say thtr cap +25 100 2 | 30 | Tangdan & tde dd 0,2°C/phit
Gitr ¢ +25°C
25 100 13 00 | Thy nghiém ting 4p suét
100p
+25 100 10 | 00 | Gilr ¢ +25°C
Pong nap 10,0 Psia Két thic quy trinh

Vidu 15

San pham dong kho thu duge tir cic 1an van hanh tir 1 dén 6 phai trai qua thir

nghiém BET ddng thoi.

Thir nghiém BET dugc thuc hién & cac tham sb gidng nhu da dugc md ta trong vi

du 7 o trén. Ba 1o tr moi lan van hanh dugc thu nghiém. Cac két qua duoc thé hién trong

bang 17.
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Bang 17
Lol Lo2 Lo3
Dién tich bé mit Dién tich bé mat Dién tich bé mit
BET, m%/g BET, m?/g BET, m?/g

Lan van hanh 1 2,8346 2,3442 2,81
Lén véan hanh 2 2,811 2,2773 2,9054
Lén van hanh 3 2,3712 2,4207 2.2615
Lan van hanh 4 2,8611 3,0281 2,9269
Lén van hanh 5 2,7151 3,4333 3,2092
Lan van hanh 6 2,3428 2,4349 2,2654

Phuong phép:

Khoi phuc: cac yéu cu cua dung dich khoi phuc la khong co chat khong tan va
dung dich khong kém trong hon so v&i chat hoa tan sau mot thoi gian dinh trude. Thé tich
khoi phuc ¢o thé dua san pham trd lai thé tich va nong do khong ddi nhu san pham ban
dau khi nap vao dung dich dung dich gop va co thé co thé tich béng thé tich dugc du dinh
tiém cho bénh nhén khi diéu tri [am sang. Nudc tinh khiét, USP dudi dang chit hoa tan, &
thé tich 10ml dugc hut vao xylanh. Chét hoa tan sau do dugc bom vao tdm cua banh dong
kho va bit dau tinh thoi gian. Sau d6 san pham dugc kiém tra & cac khoang thoi gian xap
xi 5 gifly trong hop sang dé xac dinh su c6 mat ctia chat khong tan va do trong ciia dung
dich. Dung dich, ngay khi dugc khoi phuc hoan toan, dugc dic trung la trong, khong mau,
mo, duc va’‘hoac van duc. Céc hat, néu c6, dugc xép loai 1a tir cac chét khong tan min téi

cac sgi tho. Cac ta duoce khong hoa tan hodac API dugc ghi chi nhu thong thuong.

Do dd pH — Cac dung dich da khoi phuc (xem ¢ trén) duge do do pH theo Dugc
dién M§ USP<791>, pH. Su chuén héa véi hai hodc ba chat dém pH gdp lai pham vi mau
ky vong dugc thuc hién trude khi sir dung. Céc chit dém pH duoc chon la phan khong Ién
hon ba don vi pH nhung khong nho hon hai don vi pH (vi du, 4,01; 7,00; va 10,01). Pau
do ATC dugc str dung cho su cén béng nhiét do ty dong. Luong durig dich mau du dé bao
hét cam bién do d6 pH va mdi ndi chuyén bit ky trén canh ctia dédu do duoc chuyén vao
hop dung thich hop. Dung dich dugc tao xody nhe va sau dé dugc dé yén va on dinh dén

gid tri khong doi trong khoang thoi gian it nhat la 15 gidy, tai diém do, gia tri do pH hién
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thi dugc ghi lai.

Thtr nghiém chudn dd Karl- Fischer dién lugng - am (Coulometric Karl Fischer
Titration — Moisture) tiép theo cic phuong phép thong thuong duoc chip nhan rong rai
duge phac hoa theo Dugc dién My USP<921>, x4c dinh nude. Mau khd ban dau va do
chira dugc can. Phuong phap chiét tich dung méi voi metanol khan, chét phan tng riéng,
A.C.S dugc bom vao dd chua duoc st dung dé phén tan va hoa tan chit kho. Thé tich
chiét metanol duoc st dung dé bao chat kho 1a tir 13,0ml dén 13,7ml cho mdi thur nghiém.
Cac mau sau d6 duoc ngdm trong mot thoi gian dinh trude dé chiét tich 4m trong san
phém. Sau do phén nudc duoc loai b, thé tich dugc do lai, sau d6 dugc bom vao binh
phan Gng trong dung cu KF. Khi dén diém cudi ctia chuan do, cac két qua dugc bao céo.
Dung cu KF phéan tich ham lugng nuéc dén muc microgam. Sau d6 can d6 chira trng va

phan tram am dugc tinh todn doi va4i cac chat chira trong do chira ban dau.

Phép do nhiét lugng quét vi sai & nhiét chiéu cao (HT DSC) — Pugc str dung nhu la
phuong tién dé xac dinh su chuyén thiy tinh ctia vt liéu ran, phép do nay cung cap thong
tin hiru dung dé danh gia ché phdm va danh gia thudc tinh trong trang thai kho. HT DSC
tiép theo USP<891> hién tai, su phan tich nhiét va dugc thuc hién s dung chuong trinh
Perkin Elmer DSC 7 két ndi v6i bo didu khién TAC 7/7 Instrument Controller. Phép phén
tich tham sd va dir liéu tha nghiém duogc tién hanh st dung phén mém PYRIS phién ban
4.0 trén giao dién may tinh. Khoang 10-15mg vat liéu rin duoc dat trong dia mau bing
nhom voi nép thong hoi dugc rach khia. Nito, NF dugce sir dung dé 1am sach mau lién tuc
& tde do thdi 1a 20 ml/phut. Vat liéu dong kho dugce 1am 4m dé nang thudc tinh nhiét & cac
nhiét chiéu cao. Trong khi lam 4m, sy phat nhiét hodc hap thu nhiét tir mau phan anh sy
chénh léch ning luong do mAu trai qua xir ly nhiét. Dit liéu quét duoc ghi lai va dong thoi
dung d thi stir dung phan mém Pyris® 4.0. Cac tinh toan chi ra nhiét do khi bt déu va cao
nhét khi xtr Iy nhiét ngay khi hoan tat quét. Dua vao cac két qua quét, cac nhiét do cua su
kién nhiét 1a nhiét d6 chuyén tiép thiy tinh (glass transition (Tg)), nhiét do két tinh, diém
s0i (Tm), va két hop v6i nhiét nong chay, va’hodc nhiét cu thé clia san phém da kho duoc

xéac dinh st dung phuong phép nay.

Két qua:
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Céc gié tri dd 4m con lai trung binh cta cdc mau dong kho ctia ché phdm I 1a gin
0%. Thoi gian khoi phuc trung binh 1a tir 8 dén 10 gidy. Viéc quét DSC & nhiét chiéu cao
duoc thuc hién trén vt lidu, ¢ tdc d6 2°C mdi phut, chi ra rang dinh hap thu nhiét dang ké

nhét quén quan sat dugc la nhiét do nim trong khodng tr 49,0°C dén 51,0°C.

Trong khi sang ché da dugc mo ta chi tiét va dua vao cac vi du cu thé, rd rang la
doi véi nguoi ¢o hiéu bi€t trung binh trong Iinh vuc nay thi cac thay doi va stra doi khac

nhau c6 thé dugc thuc hién ma khong vuot ra khoi pham vi va tinh than cia sang ché.
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YEU CAUBAO HO

1. Quy trinh tao ra chit hoat dong bé mat trong phdi tong hop dang déng khé ¢ su ndi 1én
cuia banh ddng kho duoc gidm hodc loai bo trong quy trinh, quy trinh nay bao gbm cac

budc:

cdp vao budng déng khd hdn hop tién dong khd bao gom dipalmitoyl
phosphatidylcolin (DPPC), palmitoyloleoyl phosphatidylglyxerol (POPG), axit palmitic va
peptit téng hop ¢6 ma nhan dang trinh tu sé 1 (SEQ ID NO: 1) (polypeptit KL4) duoc phan
tan trong dung mdi chira dung mdi hitu co nam trong khoang tir 3% (thé tich/thé tich) dén
20% (thé tich/thé tich) tong thé tich ctia hdn hop tién dong khd véi phéan con lai 1a nude

va/hodc chat dém, trong d6 hdn hop tién déng kho duge chira day trong dd chira;

ha nhiét do bén trong budng dong kho xudng dé bat dau lanh va hoa ran hdn hop
tién dong kho & giai doan déng bang trong d6 giai doan déng bang bao gom viéc lam lanh
hdn hop tién déng khd dén nhiét do thir nhit 1a -45°C hodc dudi -45°C & tde d6 ndm trong
khoang tir 0,1 dén 1,0°C/phit va giit hdn hop tién dong kho ¢ nhiét do thir nhét trong
khoang thoi gian thir nhat da dé héa rén it nhat 76% dung méi dé tao ra hdn hop hoa rén

thtr nhét;

tién hanh giai doan 0 trudc giai doan sdy so cdp va nho do lam giam hodc loai bo
su noi 1én cua banh dong kho ctia hon hop hoa rén thu nhét va trong chét hoat dong bé mat
trong phoi tong hop dang dong kho, trong do giai doan G bao gdm (i) gia nhiét hdn hop
hoa ran thu nhat dén nhiét do tha hai dugce chon dé lam giam hodc loai bo su ndi 1én cua
hdn hop héa ran thir nhét, (i) gitt hdn hop hoa ran thir nhit ¢ nhiét do tha hai tfong
khodng thoi gian thur hai du dé lam giam hodc loai bo sy ndi 1én ctia hdn hop hoa ran thu
nhét, va (iii) 1am lanh hdn hop héa ran thi nhit dén nhiét do thu ba 1a -45°C hogc dudi -
45°C ¢ tde @6 nam trong khoang tir 0,1 dén 1,0°C/phut dé tao ra hdn hop hoa rén thu hai,
trong d6 hdn hop hoa ran thtr hai duoc gitt & nhiét do tha ba trong khoang thoi gian thi ba
d dé thuc day su phan tach ciia dung mdi hitu co khong dong béng ra khoi hdn hop hoa
rin thir hai va nho d6 dat duge sy di chuyén cta dung méi hiru co khong dong bang dén
bé mit tiép xuc gitra dd chira va hdn hop héa ran thi hai:
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tién hanh giai doan sdy so cap & ap suét giam 1a 30mT hodc cao hon, trong d6 hdn
hop héa rin thir hai duoc gilr & nhiét do thtr tu trong khoang thoi gian thir tu du dé loai bo
it nhét 5% dung méi hitu co, sau d6 gia nhiét dén nhiét do thir tu du dé gitr hdn hop hoa
rén tht hai khong bi ndi 1én trong dd chira va duy tri két cdu duoc thiét 1ap trong sudt giai
doan u, va tiép tuc duoc giit & nhiét do thir tu trong khodng thoi gian tht nim du dé loai

b6 it nhat 70% dung moi va nho do tao ra hdn hop hoa ran thi ba; va

tién hanh giai doan sy thr cip ¢ ap suat giam trong khoang thoi gian thir sau du dé
tao ra chit hoat dong bé& mit trong phdi tong hop dang déng kho c6 ham lugng dung moi
con lai nhiéu nhét 1a 2%; trong d6 chit hoat dong bé mat trong phoi tong hop dang dong

kho c6 dién tich bé mat riéng it nhat 1a 2,2 m*/g.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 ty 1& thé tich cua hdn hop tién dong kho trong db chira

50 v6i thé tich dd chira ndm trong khoang tir 28% dén 68%.

3. Quy trinh theo diém 1, trong d6 ty 1& chiéu cao cua hdn hop tién dong kho trong dd

chira so v6i duong kinh d6 chira nam trong khoang tir 0,3 dén 0,8.

4. Quy trinh theo diém 1, trong dé quy trinh nay con bao gdm budc chudn bi hdn hop tién

dong kho trong do dung méi hitu co nam trong khoang tir 3% dén 15%.

5. Quy trinh theo diém 1, trong d6 quy trinh nay con bao gdm budc chudn bi hdn hop tién

dong kho trong d6 dung maéi hitu co ndm trong khoang tir 5% dén 10%.

6. Quy trinh theo diém 1, trong d6 quy trinh nay con bao gdm budc chudn bi hdn hop tién

dong kho trong d6 dung moi hitu co ndm trong khoang tir 7% dén 10%.

7. Quy trinh theo diém bét ky trong sé cac diém tir 1 dén 6, trong do6 quy trinh nay bao

gom céac budc:

tién hanh giai doan dong bang, trong do hon hop tién dong khd dugc lam lanh dén

nhiét d thir nhat 1a -50°Cx 5°C ¢ toc d6 nam trong khoang tir 0,1 dén 1,0°C/phit;

tién hanh giai doan 1, trong d6 hdn hop hoa ran thir nhit duoge (i) gia nhiét dén
nhiét do thr hai 14 -22°C + 5°C & tdc dd nam trong khoang tir 0,1 dén 1.0°C/phit, (ii) gitr

& nhiét do thtr hai trong khoang thoi gian thir hai tir 3 dén 8 gio, (iii) lam lanh dén nhiét do
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thir ba 1a -50°C + 5°C ¢ tdc do nam trong khoang tir 0,1 dén 1,0°C/phut; va (iv) gitr &

nhiét do thir ba trong khoang thoi gian thi ba tir 3 dén 8 gio; va

tién hanh giai doan sdy so cap & 4p suat dugc chon nim trong khoang tir 30mT dén
200mT va nhiét do séy SO cép duoc chon ndm trong khoang tur -25°C dén 0°C duoc u tr
nhiét d6 -50°C + 5°C, va tiép tuc duoc gitr & giai doan sdy so cap trong thoi gian it nhét 1a

10 gio.

8. Quy trinh theo diém bat ky trong sé cac diém tir 1 dén 7, trong d6 quy trinh nay con bao
gbém budc tién hanh giai doan sdy thir cap & 4p sut dugc chon nam trong khoang tir 30mT

dén 200mT va nhiét do tdi da 1a 46°C+ 5°C.

9. Quy trinh theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 8, trong d6 dién tich bé mat riéng

nam trong khoang tir 2,2 m¥g dén 3,7 m¥/g.

10. Quy trinh theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 8, trong do chét hoat dong bé
mit trong phdi tong hop dang dong kho c6 do xdp trén 40% thé tich ctia tong dién tich cua

chit hoat dong bé mat trong phdi tong hop dang dong kho.
I1. Chit hoat dong bé mat trong phdi tong hop dang dong kho bao gom:

polypeptit tong hop ¢c6 ma nhan dang trinh tu sé 1 (SEQ ID NO:1) (polypeptit
KL4), dipalmitoyl phosphatidylcholin (DPPC), palmitoyloleoyl phosphatidylglyxerol
(POPG) va

axit palmitic, trong d6 chét hoat dong bé mat trong phdi tong hop dang dong kho co

dién tich bé mit riéng it nhét 1a 2,2 m¥/g.

12. Chét hoat dong bé mit trong phéi tdng hop dang dong kho theo diém 11, trong d6 dién

tich bé mat riéng nam trong khoang tir 2,2 m?/g dén 3,7 m¥/g.

13. Chét hoat ddng bé mit trong phdi tdng hop dang dong kho theo diém 11, trong d6 chét
hoat dong bé mat trong phdi tdng hop dang dong kho c6 do xbp trén 40% thé tich cia tong

dién tich ctia chét hoat dong bé mit trong phdi téng hgp dang dong kho.
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FIG. 3A
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FIG. 5A
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FIG. 6A
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